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Zur Kenntnis der Wirkungen der Co-Zymase. 


Von 
Hans vy. Euler und Ragnar Vestin. 
Mit 3 Figuren im Text. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. August 1935.) 








Durch eine Reihe kiirzlich erschienener Untersuchungen der 
Heidelberger und der Lemberger Schulen sind wichtige Teil- 
vorgange der Glykolyse durch neue Tatsachen weitgehend geklirt 
worden; es braucht nur an das Gleichgewicht Dioxyaceton— 
Hexosediphosphat und an die Arbeiten iiber die Rolle des Phospho- 
kreatins und der Phosphobrenztraubensiiure erinnert zu werden. 
Immerhin ist zweifelhaft, ob die Reaktionsfolge beim Kohlenhydrat- 
stoffwechsel im Muskel und die stoffliche Grundlage des dabei 
stattfindenden Energieumsatzes in allem wesentlichen vollstindig 
erfaBt ist. 

Unsere Untersuchungen betreffen die besonderen Teilreak- 
tionen im Kohlenhydrat—Phosphatumsatz, welche einerseits dem 
Muskel, andererseits dem Gehirn und den Nerven eigen sind, 
und welche sich beide von den entsprechenden Phasen der Girung 
unterscheiden. Die hier vorliegende vorliufige Mitteilung schlieBt 
sich an Versuche von Euler und Ginther?’) an, durch welche 
folgendes gezeigt wurde: Kine hoch gereinigte Co-Zymaselisung 
(ACo = 175000), wihrend 60 Minuten auf dem Wasserbad (100°) 
erhitzt, erwies sich als Girungsaktivator so gut wie inaktiv; die 
gleiche Lisung zeigte im Glykolyseversuch (Rattenmuskelextrakt; 
Titration der Milchsiure) unverminderte (erhéhte) Aktivitit. 

Was die Deutung dieser Tatsache betrifft, so erwihnen 
Kuler und Ginther die Méglichkeit, ,da8 das Co-Zymase- 
praparat auch noch einen Aktivator?) der Glykolyse enthalt, welcher 
thermostabiler ist als die Co-Zymase, und welcher bei deren 
Temperaturinaktivierung allein erhalten bleibt“. ,,. Wahrscheinlicher 
ist aber, daB an der Co-Zymase beim Erhitzen die reduzierende 


1) Euler u. Giinther, Sv. Kem. Tidsk. 47, 189 (1935); Diese Z. 235, 


104 (1935). 
*) Ob es sich hier um den ,,zweiten Aktivator“ der Girung handelt 


(Diese Z. 235, 164 (1935)], ist noch nicht entschieden, es ist aber sehr 
unwabrscheinlich. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXVII. 1 
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9 Hans v. Euler und Ragnar Vestin, 


Gruppe veraindert wird, so daB nur die glykolyseaktivierende 
Wirkung des Molekiils zuriickbleibt.“ 

Die erwahnte Tatsache, welche eine Scheidung zweier Akti- 
vierungswirkungen einer hoch gereinigten Co-Zymaseliésung ge- 
stattet, konnte nun weiterhin in verschiedener Richtung zur Auf- 
klirung iiber Teilvorginge des enzymatischen Zuckerabbaus ver- 
wendet werden. Insbesondere sollte untersucht werden, ob die 
in die Glykolyse eingehende Phosphorylierung durch die aktiven 
oder inaktivierten Co-Zymaselésungen beeinfluBt wird und ob 
sich ein scharfer Unterschied ergibt zwischen dem Aktivator, 
welcher bei der Girung und speziell bei der Mb-Reduktion in 
Wirksamkeit tritt, und dem Aktivator der Phosphorylierung. 
Nachdem Myrback vor kurzer Zeit nachgewiesen hat, daB die 
Temperaturinaktivierung der Co-Zymase auf der Zerstérung ihrer 
stark reduzierenden Gruppe beruht, lag, wie in der Mitteilung 
von Euler und Ginther bereits betont ist, der SchluB nahe, daB 
beim Versuch von Euler und Giinther die reduzierende Gruppe 
der Co-Zymase zerstért und eine andere, an der Glykolyse katalytisch 
beteiligte Gruppe der Co-Zymase unverindert geblieben ist. 

Es war also zunachst zu ermitteln, ob es sich hier um eine 
die Phosphorylierung oder Umphosphorylierung katalysierende 
Gruppe der Co-Zymase handelte. 


Methodik. 


Die Extrakte aus den von Fett befreiten Rattenmuskeln sind in der 
gleichen Weise gewonnen wie in der Arbeit von Euler und Ginther 
(a. a. O., S. 106) angegeben ist. 

Die hier verwendeten Co-Zymasepriiparate waren bis auf ACo = 50000 
gereinigt worden (1. Versuch). Nach etwa 5 wochentlichem Aufbewahren 
der Lisung bei Zimmertemperatur war ACo auf 20000 gesunken (2. Ver- 
such). (Hierbei ACo gemessen durch Girung und nach der Mb-Methodik 
mit Athanol als Donator.) 

Inaktivierung der Co-Zymase durch 4 Minuten langes Erhitzen der 
Co-Zymaselésung auf 100° bei der Alkalinitét 0,03 n-NaOH. 

Die bei der Glykolyse gebildete Milchsiure wurde mit Permanganat 
in Acetaldehyd iibergefiihrt (Apparat von Lehnartz), nachdem Eiwei8 
nach Folin und Wu, sodann Kohlenhydrate mittels Kupfersulfat und 
Kalk entfernt waren. Bestimmung des freien Phosphates in je 0,1 ccm 
Reaktionsmischung nach Fallung des EiweiBes mittels Trichloressigsdure 
und Zentrifugieren nach dem Verfahren von T. Theorell') im Stufenphoto- 
meter. Fehlergrenzen der P-Bestimmungen (vgl. Fig. 2): Zeitfehler 15 Sek., 
analytische Fehler +5 y P. 


1} Biochem. Z. 230, 1 (1931). 
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Zur Kenntnis der Wirkungen der Co-Zymase. 


Versuche. 


Versuch 1. In je 3,6cem Reaktionsmischung: 3 ccm Muskelextrakt 
+ 9mg Glykogen + 


I. Co-Zymaselésung entspr. 100 Co + 0,5 mg Hexosediphosphat, 
II. diese Co-Zymaselésung inaktiviert + 0,5 mg Hexosediphosphat, 
III. Co-Zymaselésung entspr. 100 Co (ohne Hexosediphosphatzusatz). 


Das Versuchsergebnis zeigt Fig. 1, in welcher die Ordinate 
den verbrauchten anorganischen P in 0,01 mg per Kubikzentimeter 
angibt. Man sieht die annahernd gleiche Wirkung der 
girungsaktiven (I)- und der inaktivierten (II)-Co-Zymase. 
Ohne Zusatz von Hexosediphosphat ist die Phosphorylierung 
gering (III). 

Versuch 2. Zur Kontrolle des im Versuch 1 erhaltenen 
Ergebnisses wurde ein neuer Versuch angestellt und zwar mit 
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Fig. 1. 


einer gealterten Co-Zymaselésung, welche mehr als die Hilfte 
ihrer urspriinglichen Co-Zymasewirkung (gemessen an Garung und 
Mb-Versuch) verloren hatte. 
Reaktionsmischung: 5 cem Muskelextrakt + 1 ccm einer Lésung folgen- 

der Zusammensetzung: 

15 mg Glykogen, 

0,5 mg Hexosediphosphat (Na-Salz), 

0,5 cem 0,1 mol. Phosphatpuffer (py = 7,4), 

138 mg Na-Bicarbonat. 


Hierzu in 
a) 1,5 cem Wasser, 
b) 1,5 cem Co-Zymaselésung etwa 135 Co, 
c) 1,5 cem der gleichen Co-Zymaseliésung inaktiviert. 
Die Fig. 2 zeigt als Resultat annihernd den gleichen Effekt 
wie die Fig. 1: Die girungsinaktivierte Co-Zymaselésung hat hin- 
sichtlich der Aktivierung der Phosphorylierung anniahernd die 


gleiche Wirkung wie die aktive Co-Zymaselésung. 
1* 
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Hans v. Euler und Ragnar Vestin, 


An der gleichen Reaktionsmischung, in welcher die Phos- 
phorylierung (Fig. 2) gemessen wurde, haben wir auch die Milch- 
siurebildung bestimmt und zwar einstweilen nur fiir eine einzige 
Reaktionszeit, nimlich 90 Minuten. Fiir diese Reaktionszeit 
finden wir: 











y P per ccm 











vealed y Milchsiure gebildet 
CoZymae ....... ct = ~ 1040 
Inaktivierte Co-Zymase .. . 110 760 


Die absoluten Werte des verbrauchten Phosphates und der 
gebildeten Milchsiure lassen sich nicht vergleichen, da, wie die 
Figuren zeigen, nach 90 Minuten die Menge des verbrauchten 
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Fig. 2. 


freien Phosphates schon wieder abnimmt und eine Hydrolyse 
des organischen Phosphates wohl auch schon im Maximum der 
Synthese (etwa nach 30 Minuten) stattfindet. 

Aus den Versuchen 1 und 2 geht also hervor, daB unsere 
Co-Zymaselésungen, welche nach Thermoinaktivierung 
als Aktivatoren der alkoholischen Girung unwirksam 
sind, sowohl die Milchsaurebildung durch Muskelextrakt 
als die dabei statthabende Phosphorylierung beschleuni- 
gen und zwar wenigstens ebenso stark, oft stirker wie 
nicht erhitzte Co-Zymase. Auch mit unseren reinsten Co- 
Zymasepriparaten (ACo = 400000; Albers und Schlenk) konnte 
dieses Resultat bestitigt werden. 

Bei der Annahme, daB die Aktivierung der Muskelglykolyse 
dadurch zustande kommt, daB die Phosphorylierung erméglicht 
wird, ist in Betracht zu ziehen, daB die thermoinaktivierte Co-Zymase- 
lésung immer noch jene Aktivatorgruppe enthilt, welche an der 
Phosphorylierung mitwirkt, wobei im Sinne von Parnas?) an zwei 





1) Parnas, Klin. Wschr. 14, 1017 (1935); vgl. auch Mann, Biochem. 
Z. 277, 380 (1935). 


































Zur Kenntnis der Wirkungen der Co-Zymase. 5 


verschiedene Kingriffe zu denken ist: 1. Dephosphorylierung der 
Phosphobrenztraubensiiure unter Bildung eines PO,-haltigen 
Zwischenproduktes und 2. Phosphorylierung des Glykogens. 

LaBt man also, wie fiir die Glykolyse, zunachst die Méglich- 
keit auBer Diskussion, da’ in unseren Co-Zymaselésungen neben 
der Co-Zymase noch ein weiterer Aktivator vorhanden ist, so 
ergibt sich also nun unter Beriicksichtigung der Ergebnisse von 
Myrbick (a.a.0O.), daB die Co-Zymase zwei katalytische Wir- 
kungsgruppen besitzt, von welchen die eine, und zwar die labilere 
(hoch reduzierende), Girung und Oxydoreduktion beeinfluBt, wihrend 
die andere, thermostabilere, an einer mit der Milchsiurebildung 
verkniipften Phosphorylierung teilnimmt, deren Natur noch auf- 
zuklaren bleibt. 

In bemerkenswerten Versuchen hatte Lohmann’) die kata- 
lytische Wirkung des Adenosintriphosphates gezeigt; aus den 
Versuchen dieses Institutes?) geht dann hervor, daB hinsichtlich 
der Aktivierung der Hefegiirung und der Muskelglykolyse insofern 
ein wesentlicher Unterschied besteht, als bei der Muskelglykolyse 
die Co-Zymase (+ Hexosediphosphat) durch Adenosintriphosphat 
ersetzt werden kann, was bei der Hefegiirung nicht der Fall ist. 

Muskeladenylsiure ist schon nach friiheren Befunden an sich 
ein Aktivator nur wenn die Méglichkeit zur Rephosphorylierung 
vorliegt; unsere Versuche kénnten also so gedeutet werden, daB 
das auf Oxydoreduktion gerichtete Wirkungszentrum der Co-Zymase 
bei der Thermoinaktivierung vernichtet wird und das durch die 
Adenylsiuregruppierung bedingte Wirkungszentrum der Phosphory- 
lierung erhalten bleibt. Immerhin sollen weitere Versuche zeigen, 
in welchem Grad die thermoinaktivierte Co-Zymase in unseren 
Versuchen durch Muskeladenylsiure ersetzt werden kann, und zwar 
bei systematischer Variation der Mg-Konzentration. Vgl. auch 
Euler und Ginther a.a.O., 2. Tab. 8. 113. Kiirzlich (vgl. Sv. 
Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, 12B) zeigten Euler und Adler die 
Aktivatorwirkung der Muskeladenylsiure bei der Umphosphory- 
lierung Phosphorbrenztraubensiure—Glucose im System der Hefen- 
garung. 

Wesentlich war zunichst die Entscheidung, ob Co-Zymase 
auch die reine Phosphorylierung im Enzymsystem der Hefe 
beeinfluBt. Dies konnte an Mischungen von Brenztraubensdure 





1) Lohmann, Biochem. Z. 241, 67 (1931). 
*) Vgl. auch Euler u. Nilsson, Diese Z. 208, 173 (1932). 
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und Phosphat bzw. von Kreatin und Phosphat gepriift werden. 
Wir haben zunichst ersteres System untersucht. Dabei hat sich 
ergeben, daB eine direkte Phosphorylierung der Brenztrauben- 
siure mit dem Enzymsystem der Hefe nicht eintritt. Auch wenn 
unser Versuch durch Carboxylasewirkung gestért worden ist, deutet 
er doch darauf hin, daB die Phosphorylierung ohne Kuppelung 
mit einer Oxydo-Reduktion nicht eintritt. 

0,4 g Apo-Zymase in 3 cem 1,5°/,iger PO,-Pufferlésung (pq = 6,4) 
+ 1ccm Lésung enthalten a) 20 mg Brenztraubensiiure (Na), b) 20 mg Brenz- 


traubensiiure (Na) + 200 Co-Kinheiten (ACo = 150000). Anorganisches PO, 
unverindert. 


Unsere weiteren Versuche sind darauf gerichtet, die Tren- 
nung der beiden Wirkungen der Co-Zymasepriiparate noch durch 
andere Mittel durchzufiihren als durch Erhitzen. Dabei kam in 
erster Linie die fraktionierte Vergiftung in Betracht. Wir 
kennen, ganz besonders durch die Untersuchungen von Lunds- 
gaard'), die spezifischen Wirkungen der Jod- und Bromessig- 
siuren auf die Teilreaktionen der Atmung, Girung und Glykolyse. 
Beziiglich der Jodessigsiurevergiftung verweisen wir ferner auf 
die neueren Arbeiten von Parnas, Ostern und Mann?) sowie 
von Ostern. EKigene Erfahrungen unseres Instituts sind in einer 
Mitteilung von Nilsson, Zeile und Euler’) niedergelegt. 


Versuche, welche wir mit Hydroxylamin und Phenylhydrazin an- 
stellten, haben bisher noch kein eindeutiges Resultat ergeben, offenbar weil 
auBer der Co-Zymase auch das eigentliche Enzymsystem angegriffen wird. 
Dagegen konnte mit kleinen Mengen von CuSQ,, das wir in Riicksicht auf 
eine friihere Uberlegung‘) iiber die Steuerung der Pasteurschen Reaktion 
gewihlt hatten, eine partielle Vergiftung des Oxydoreduktionszentrums der 
Co-Zymase erzielt werden. In welchem Grad die Umlegung von Girung 
zu Atmung durch Anderung des Oxydationszustandes der Co-Zymase erfolgt, 
wird hier untersucht. 


Die Vergiftung des Wirkungszentrums der Phosphorylierung 
scheint unter Erhaltung der oxydoreduktiven Wirkung der Co- 
Zymase durch Fluorid selten erreicht werden zu kénnen. 


Im Anschlu8 an die Resultate von Euler und Giinther und an 
unsere oben (S. 3 und 4) angegebenen Versuche wurden die aktivierenden 


1) Lundsgaard, Biochem. Z. 217, 162 (1930). 

?) Parnas, Ostern u. Mann, Biochem. Z. 272, 64 (1934); 
Ostern, Biochem. Z. 272, 87 (1934). 

5) Diese Z. 194, 53 (1931); vgl. auch 208, 173 (1932). 

4) Euler, Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11. A, Nr. 12 (1933); vgl. auch 
Lipmann, Biochem. Z. 265, 133 (1933). 










































Zur Kenntnis der Wirkungen der Co-Zymase. 7 


(induktionsaufhebenden) Wirkungen von Co-Zymase + Hexosediphosphat 
einerseits und Co-Zymase + Brenztraubensiure andererseits hinsichtlich der 
Phosphorylierung bei der Muskelglykolyse verglichen. In der Arbeit von 
Euler und Giinther war gezeigt worden, daB Co-Zymase bei der Glykolyse 
durch dialysierten Muskel allein wirkungslos ist und durch Hexose- 
diphosphat oder durch Brenztraubensiure oder Kreatinphosphorsiure er- 
ginzt werden muB}). 

Das bei unserem Versuch verwendete Co-Zymasepriparat hatte den 
Reinheitsgrad ACo = 50000; die Lésung enthielt 250 Co per Kubikzentimeter. 


Zusammensetzung der Reaktionsmischung (Totalvolumen 3,65 ccm): 
3cem Muskelextrakt + 9 mg Glykogen + 110 Co + 


a) 0,5 mg Hexosediphosphat, 
b) 0,1 mg Brenztraubensiure. 


Wie aus den Fig. 3a und 8b ersichtlich, verlaufen die Kurven, welche 
das zeitliche Fortschreiten der PO,-Bindung angeben, vollkommen gleich- 





— 1 


f T T ie 
| Co-dymase + Hexosdiphasphat 


7 
fn 7, >¢ Bran>y - ne 
Co-<ymase + Drenztra/ bens 

















L200 
baal —> 
52mb 4 
2 | 
5 
3/20 
bs & 
€& 
a | 
x | 
~ 0 4 4 i n 4 — J 

0 30 500 30 ' pis 99 

Mr 
Fig. 3a. Fig. 3b. 


artig. Per Molekiil ist die Wirkung von Hexosediphosphorsiiure und von 
Brenztraubensiure bei unserer Versuchsanordnung annihernd gleich gro8, 
entsprechend ihnlichen Ergebnissen von F. Lipmann (a. a. O.) mit Fluorid- 
extrakt von Kaninchenmuskel. In unseren beiden Versuchen wurde die 
nach 90 Minuten gebildete Milchsiure bestimmt; sie betrug 0,78 mg per 
Kubikzentimeter. Besonders ist aber hier an den interessanten Befund 
von Parnas, Ostern und Mann?) zu erinnern, nach welchem die Brenz- 
traubensiiure in Phosphatmuskelbrei den Zerfall (Dephosphorylierung) von 
Adenosintriphosphat hindert. 





) Vgl. hierzu auch Lipmann, Biochem. Z. 276, 234 (1935). 

*) Parnas, Ostern u. Mann, Biochem. Z. 275, 163 (1934); vgl. auch 
Parnas, Klin. Wschr. 14, 1017 (1935). Ferner Needhamu.van Heyningen, 
Nature 135, 585 (1935). 































Synthese des Glaukobilins, 

sowie tiber Urobilin und Mesobiliviolin’). 
Von 

Walter Siedel. 


Mit 16 Figuren im Text und auf Tafel I und TI. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. August 1935.) 


Das Glaukobilin ist erstmals 1932 von H. Fischer, H. Baum- 
gartner und R. Hess’) iiber die Stufe des Ferrobilins durch 
Kinwirkung von FeCl, auf Mesobilirubin in Eisessiglésung dar- 
gestellt worden. Es wurde festgestellt, daB es ein Dehydrierungs- 
produkt des Mesobilirubins ist. Nach dem von W. Siedel und 
H. Fischer’) erbrachten Beweis der direkten Abstammung des 
Mesobilirubins vom Himin, muBbte dem Glaukobilin die Formel (I) 


he, Miles B70, Hy— Os, 
; 6 “Tl ‘| | IV | 
HOK ——CH——&’ “__CH-——"_ 9) —CH-—" OH 
N NH N N 


*) § = —CH,CH,COOH. 


zukommen, wobei die Frage offen gelassen wurde, ob der Sauer- 
stoff in den 1’,8’-Stellungen in Enol- oder Ketoform vorliegt. 
Das Glaukobilin ist demnach — entsprechend der neuen Nomen- 
klatur der Bilirubinoide*) — als eine 1’,8’-Dioxy-1,3,6,7-tetra- 
methyl-2, 8-diithyl-bilin-4,5-dipropionsiure zu bezeichnen. Da es 
sich von Hamin IX durch Spaltung an der a-Methinbriicke des 
Porphinkernes ableitet, wird es nach friiheren Festsetzungen 5) 
kurz mit Glaukobilin-lX,e@ bezeichnet. 

Das Glaukobilin-[X,@ ist von H. Fischer und Mitarbeitern %) 
weiter aus Mesobilirubin durch Einwirkung von konz. H,SO,, von 
HNO.—NaNO,, PbO, und Chinon erhalten worden. 





1) 14. Mitteilung in der Untersuchungsreihe von H. Fischer u. Mitarb.: 
Uber synthetische Versuche iiber cie Konstitution des Gallenfarbstoffs. 
13. Mitt. vgl. H. Fischer u. H.W. Haberland, Diese Z. 232, 236 (1935). 

*) Diese Z. 206, 201 (1932). 8) Diese Z. 214, 152 (19383). 

4) Diese Z. 232, 240 (1935). 5) Diese Z. 214, 153 (1933). 
6) Diese Z. 206, 190, 203, 204 (1932); 282, 254 (1935). 






































Synthese des Glaukobilins, sowie itiber Urobilin und Mesobiliviolin. 9 


Die Frage, ob Glaukobilin-IX,a@ die blaue Phase der Gme- 
linschen Reaktion darstellt, ist mehrfach erértert worden. Schon 
H. Fischer, H. Baumgartner und R. Hess’) haben festgestellt, 
daB die blaue Phase sich vom Glaukobilin durch eine positive 


 Zinkacetatreaktion mit charakteristischem spektroskopischen Be- 


fund unterscheidet und daB die griine Phase in Ubereinstimmung 
mit Glaukobilin kein charakteristisches Zinksalz gibt. Dieselben 
Befunde sind von H. Fischer und E. Adler’) erhoben worden, 
sowie spiter von R. Lemberg’) und neuerdings von H. Fischer 
und H. Haberland‘). Wéahrend aber R. Lemberg‘) die Blau- 
stufe der Gmelinschen Reaktion fiir eine Mischung von ,,Bili- 
verdinen* mit ,,Biliviolinen“ ansieht, von denen die letzteren 
Dehydrierungsprodukte des Glaukobilins darstellen sollen, sprechen 
sich H. Fischer und H. Haberland fiir eine einheitliche Ver- 
bindung aus und geben ein erweitertes Schema der Gmelin- 
schen Reaktion wieder. 


Voriibergehend wurde die Oxydationsstufe des Glaukobilins 
als gleichartig fiir die Blau- und die Griinstufe des Gmelin- 
schen Testes angesehen®) und lediglich Enol-Ketotautomerie an- 
genommen, besonders auf die Feststellung hin, daB die Gmelin- 
sche Reaktion bei dem Mesobilirubin-dimethylather in der Griin- 
stufe stehen bleibt, eben weil eine Ketoform bei diesem nicht 
miglich ist. Da die Verhialtnisse aber bei dem Mesobilirubin- 
dimethylither nicht so einfach liegen, haben die spater noch 
anzufiihrenden Versuche gezeigt. 


In der Natur ist ein Vorkommen des Glaukobilins direkt 
noch nicht festgestellt worden. Von R. Lemberg und G. Bader’) 
ist das Glaukobilin zwar aus den Chromoproteiden der Rotalgen, 
dem Phycocyan und dem Phycoerythrin durch Behandlung mit 
CH,OH—KOH erhalten worden. Ob hierbei die Bildung des 
Glaukobilins durch einen OxydationsprozeB, der ja bei Verwen- 
dung von CH,OH—KOH méglich ist, sekundir bewirkt worden 
ist, erscheint den Autoren fraglich, ist aber nach den Seite 22 
angefiihrten Feststellungen wohl sicher. Daf Mesobilirubin in 
alkalischer Lésung schon an der Luft oxydiert wird, haben bereits 


') Diese Z. 206, 204 (19382). 2) Diese Z. 206, 191 (1932). 
8) Biochem. J. 28, 981 (19384). 4) Diese Z. 232, 244 (1935). 
5) Chem. and Ind. 53, 1024 (1934). 

6) Diese Z. 214, 156 (1933). 

7) Naturw. 1933, 206; Liebigs Ann. 505, 151, 166 (1933). 
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H. Fischer und G. Niemann!) festgestellt. Von R. Lemberg 
sind diese Ergebnisse bestatigt worden 2). 

Neuerdings hat R. Lemberg’) gezeigt, daB das von War- 
burg und Negelein‘*) aus Himin in einem oxydierenden und 
reduzierenden System erhaltene ,,griine Himin“ ein Aufspaltungs- 
produkt des Hiimins darstellt und daf der ,griine Ester“ mit 
Dehydrobilirubinester identisch ist. Durch Ubertragung der 
Reaktion auf Mesohimin hat R. Lemberg in der gleichen Weise 
eine Verbindung vom Typ des Glaukobilins erhalten. Da der 
Schmelzpunkt ihres Methylesters wesentlich niedriger ist als der- 
jenige des spater angefiihrten synthetischen Glaukobilindimethyl- 
esters-[X,~, sind noch Beimischungen anzunehmen, die, wie 
R. Lemberg selbst angibt, durch Spaltung des Porphingeriistes 
an anderen Briickenmethingruppen entstehen kénnen. 

Uber ein weiteres Vorkommen von Glaukobilin oder Glauko- 
bilin bildenden Gallenfarbstoffen als chromophore prosthetische 
Gruppen in Naturstoffen auBer den Rotalgen ist noch nichts be- 
kannt. Untersuchungen z. B. iiber das von R. v. Zeyneck‘) aus 
den in der Brunstzeit blau gefirbten Flossen des Crenilabrus 
pavo isolierte blaue Chromoproteid oder iiber das Pigment der 
Haliotis californiensis*) haben noch zu keinem exakten Ergebnis 
gefiihrt. 

Als Dehydrobilirubine, damit allerdings nicht in die Reihe 
der Bilirubinoide mit gesittigten Seitenketten gehérig, wurden 
von griinen bzw. blauen Naturstoffen von R. Lemberg das Utero- 
verdin*) der Hundeplazenta und das Oocyan”’) aus Méveneier- 
schalen identifiziert. 

Kin besonders auffilliges Vorkommen eines blauen Farb- 
stoffes, der zweifellos die Konstitution eines Gallenfarbstoffes, viel- 
leicht sogar die des Glaukobilins hat, liegt meiner Ansicht nach in der 
ersten, der blauen Phase des Farbspieles vor, das man an einem 
traumatischen Haimatom oder einer Suggilation bzw. Suffusion 
beobachten kann. Da der Isolierung dieses Farbstoffes leider zu 

groBe Schwierigkeiten im Wege stehen, habe ich mich vorlaufig 
darauf beschrinkt, im Tierversuch festzustellen, ob Glaukobilin 


1) Diese Z. 137, 295 (1924). *) Biochem. J. 28, 980 (1934). 

3) Biochem. J. 29, 1826 (1935). *) Ber. chem. Ges. 63, 1816 (1930). 

5) Diese Z. 34, 184 (1901); 36, 568 (1902); Mh. Chem. 34, 535 (1913). 

®) R. Lemberg, Diese Z. 200, 173 (1931); F.N. Schulz, Z. allg. 
Physiol. 3, 91 (1908). 


") Liebigs Ann. 499, 33 (1982). 8) Liebigs Ann. 488, 74 (1931). 
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iiberhaupt als kérpereigener Stoff gelten kann. Durch subkutane 


 Injektion von Glaukobilin sowie Himatin und Mesobilirubin in 
_ alkalischer Lésung konnte sowohl beim Kaninchen wie bei Miusen 


sezeigt werden, daB das Glaukobilin bei weitem schneller resor- 
biert wird als die beiden anderen Pyrrolfarbstoffe. Wahrend 
Glaukobilin sogar schon in wenigen Stunden aufgenommen war, 
war das Mesobilirubin noch nach Tagen unter der Epidermis 
sichtbar; es bewirkte auBerdem noch einen nekrotischen Zerfall 
derselben iiber der Injektionsstelle und besitzt vielleicht Gift- 
wirkung. Wenn ich fir die blaue Stufe dieses fiir das Himatom 
charakteristischen Farbspiels gerade das Glaukobilin verantwort- 
lich mache, so erscheint das insofern auffillig, als das Him, aus 
dem es entstehen mu, ja Vinylgruppen trigt, das Glaukobilin 
aber vollstiindig in den Seitenketten abgesittigt ist. Wenn man 
aber bedenkt, daB das von R. Lemberg aus Bilirubin dargestellte 
und mit Uteroverdin identifizierte Dehydrobilirubin nur in griiner 
Lésung zu erhalten ist, die nicht ohne Oxydationsmittel in eine 
blaue umgewandelt werden kann, so kénnte man das Glaukobilin 
an dieser Stelle annehmen. Da, wie zum Schlusse der Ausfiih- 
rungen besprochen wird, der Vorgang des Farbwechsels bei dem 
Blutfarbstoffumbau im Hiamatom vielleicht als eine Hydrierung 
anzusehen ist, ist es schlieBlich erlaubt, vor der hydrolytischen 
Spaltung des Porphinringes eine Hydrierung des Haims zum 
Mesohim anzunehmen. 

Es médge hier betont sein, daB anhepatisch, z. B. in Blut- 
extravasaten, noch eine andere Aufspaltung des Haims vorkommt; 
und zwar zu dem Himatoidin Virchows, das H. Fischer und 
F. Reindel') mit Bilirubin identifizieren konnten. Bei Ikterus 
ist die Gelbfirbung des Gewebes durch Bilirubin bedingt; die 
manchmal beobachteten anderen Farbténe’) scheinen durch Oxy- 
dation oder Reduktion des Bilirubins hervorgerufen zu werden. 

Wie anfangs ausgefiihrt, wurde fiir das Glaukobilin-IX,« 
die Formel (I) angenommen. Da in den Alteren Arbeiten*) noch 
einige kleine Differenzen in den analytischen Ergebnissen vor- 
lagen, wurden sowohl Ferrobilin-I[X,«¢ wie Ferrobilin-dimethyl- 
ester-[X,« und Glaukobilin-dimethylester-[X,« erneut analysiert. 
Die Analysen ergaben eindeutig fiir Ferrobilin-dimethylester-[X, « 





1) Diese Z. 127, 300 (1923). 
2) Vgl. Th. Brugsch, Med. Klin. 1935, I, 366 bzw. Klin. Wschr. 
14, 1119 (1935). 
8) Diese Z. 206, 201 (1932); Biochemic. J. 28, 982 (1934). 
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die Formel C,,H,,O,N,-FeCl,-HCl, fiir Glaukobilin-dimethy]. 
ester-[X,«@ die Formel C,,H,,O,N, Ebenso konnte entgegen 
friiheren Beobachtungen’) der Ferrobilin-dimethylester-IX,« in 
einer einheitlichen Krystallform gewonnen werden. AuSerdem 
hat es sich fiir die schnelle Gewinnung reinsten Glaukobilin- 
dimethylesters als vorteilhaft erwiesen, von Ferrobilin-dimethy]- 
ester auszugehen und diesem mit Natronlauge FeCl, und HCl 
zu entziehen. 

Der endgiiltige Beweis fiir die Konstitution des Glauko- 
bilins-[X,~@ muBte nunmehr durch die Synthese erbracht werden. 

Ganz allgemein waren eindeutige Synthesen unsymmetrischer 
Bilirubinoide mit gesittigten Seitenketten ausgehend von Neo- 
und Iso-neoxanthobilirubinsiure (II und IV) denkbar. Nachdem 
in friiheren Arbeiten * *) geeignete Darstellungsmethoden fiir beide 
Saéuren gefunden worden waren, konnten die Synthesen in An- 
griff genommen werden. Wenn es gelang, entsprechend dem 
Schema (II—V) in die freie 5’-Stellung der Neoxanthobilirubinsiure 
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den Formylrest einzufiihren und diese Formyl-neoxanthobilirubin- 
siure (III) mit Iso-neoxanthobilirubinsiiure ([V) zu kondensieren, 
muBbte das Glaukobilin erhalten werden. Die Erwartung, dab 
der Formylrest in die Neoxanthobilirubinsiure eingefiihrt werden 
kénnte, war berechtigt, da schon friihere Versuche‘) die auBer- 
ordentliche Reaktionsfahigkeit der freien «-(5’)-Stellung der Neo- 
xanthobilirubinsiure erkennen liefen (z. B. Kondensation mit 


) Diese Z. 206, 205 (1932). 

*) W. Siedel u. H. Fischer, Diese Z. 214, 163 (1938). 

*) W. Siedel, Diese Z. 281, 196, 197 (1935). 

*) H. Fischer u. R. Hess, Diese Z. 194, 201 (1931). W.Siedel u. 
H. Fischer, Diese Z. 214, 161 (1933). 
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- Formaldehyd zu Mesobilirubin-XIII,«; Kinfiihrung der CH,-Gruppe 
- mit NaOCH, zu Xanthobilirubinsiure usw.). Tatsiichlich gelang 
es auch, und zwar ausgehend von dem Methylester der Neo- 
_ xanthobilirubinsiure, mit Hilfe der bei Pyrrolen gebriiuchlichen 


Aldehydsynthese von H. Fischer und Zerweck?) den Formyl- 
rest in die freie 5’-Stellung mit quantitativer Ausbeute ein- 


gufiihren. Bei der freien Siure schlug der Versuch fehl, wahr- 


scheinlich infolge ihrer schlechten Léslichkeitsverhiltnisse. Durch 


alkalische Verseifung wurde dann aus dem Methylester die freie 


Formylneoxanthobilirubinsiure selbst gewonnen (III) als erstes 


Pyrromethen mit einer Formylgruppe in «-Stellung. 


Versuche, diese Formyl-neoxanthobilirubinsiure (III) nun mit 
Jso-neoxanthobilirubinsiure (IV) mittels wasserentziehender Mittel 
(konz. H,SO,, Essigsiureanhydrid) zu kondensieren, hatten Erfolg. 
Am besten vollzog sich die Kondensation in Methanol unter Ver- 
wendung von Halogenwasserstoffsiuren als Kondensationsmittel. 
Mit 48°/,iger HBr trat die Vereinigung zu Glaukobilin schon 
in der Kalte, sehr schnell beim Erwirmen, ein. Es wurde dabei 
eine tiefdunkelgriine Lésung erhalten, die mit Chloroform iiber 
Alkalilésung und Wasser aufgearbeitet eine rein dunkelblaue (bei 
sréBerer Schichtdicke im auffallenden Licht rubinrote) Chloro- 
formlésung ergibt. Nach Einengen des Chloroforms und Ver- 
dringen desselben durch Methanol krystallisierte der Dimethyl- 
ester des Glaukobilins-[X,«@ in sehr gut ausgebildeten Prismen 
von der Zusammensetzung C,,H,,O,N, aus. Der Vergleich des 
synthetischen Materials mit analytisch dargestelltem ergab in 
jeder Hinsicht Identitit. Im Mischschmelzpunkt (226° unkorr. = 
232° korr.) trat keine Depression ein, die Léslichkeitseigenschaften 
waren die gleichen, ebenso verlief die Gmelinsche Reaktion 
cleichartig. 

Besonderer Wert wurde auf den krystallographischen Ver- 
eleich gelegt. Herr Prof. Dr. H. Steinmetz, dem ich auch an dieser 
Stelle meinen verbindlichsten Dank aussprechen miéchte, hat die 
Untersuchung durchgefiihrt. Auch dieser Vergleich ergab vdllige 
Identitat. 

Wenn die spektroskopischen Erscheinungen bei Glaukobilin 
auch keine sehr charakteristischen sind, so wurde doch die Ex- 


1) Ber. chem. Ges. 55, 1942 (1922). 
2) Herrn Dr.-Ing. H. Wenderlein bin ich fiir diese Messungen zu 
groBem Dank verpflichtet. 
















































14 Walter Siedel, 
sich, da8 die Extinktionskurve des synthetischen Glaukobilin- 
dimethylesters sich vollstindig mit der des analytischen deckt. 
Verwendet man bei der Kondensation yon Formyl-neoxantho- 
bilirubinsiure (III) mit Iso-neoxanthobilirubinsiure (IV) in Methanol 
2n-HCl an Stelle von 48°/,iger HBr, so tritt keine gleichzeitige 
Veresterung ein. Auf diese Weise wurde direkt das Glauko- 
bilin-[X,a@ gewonnen. Auch dieses zeigt in seinen Kigenschaften 
vollige tibereinstimmung mit dem analy tisch erhaltenen Produkt. 
Hierauf wurde die Formyl-neoxanthobilirubinsiure mit Iso- 
neoxanthobilirubinsiure in Eisessig mittels HCl kondensiert. 
Nach Zusatz von FeCl, zur griinen Lésung und kurzem Einleiten 


von HCl krystallisierte beim EKinengen das Ferrobilin-IX,g, | 


C,,H,,O,N,-FeCl,-HCl aus, dessen Eigenschaften mit denen des 
analytischen Produktes véllig iibereinstimmen. Mit CH,OH—HCl 


wurde daraus der Ferrobilin-dimethylester-[X,@ (Schmelzpunkt | 
263—264° korr.) dargestellt. Auch dieser ist mit analytischem | 


Produkt identisch. 

Somit ast die Struktur des Glaukobilins durch die Synthese 
bewresen und gleichzertrg das erste Bilirubinord der unsymmetrischen 
natiirlichen Rethe auf eindeutigem Wege kiinstlich dargestellt worden. 
Auferdem ist ein neuer Bewers fiir die Abstammung der Gallen- 
farbstoffe aus dem Blutfarbstoff erbracht. 

Nach der Darstellung des unsymmetrischen Glaukobilins-[X, « 
war es nun interessant festzustellen, wie die beiden nichsten 
isomeren Glaukobiline-XIII,@ und -II],a sich von dem Glauko- 
bilin-I[X,@ in ihren Eigenschaften unterscheiden. 

Das Glaukobilin-XIII,@ (VI) wurde in Form seines Dimethyl- 
esters durch Kondensation von Formyl]-neoxanthobilirubinsiure (II) 
mit Neoxanthobilirubinsaure (IJ) in Methanol mittels 48°/, iger HBr 


a gee 83 S——CH, H,C,——=CH, 
HOW Fare Fe CH= q p ae CH= 4 bu 


| Se 
N NH VI N 
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dargestellt, der Glaukobilin-dimethylester-II,¢ (VII) durch Konden- 
sation von Iso-neoxanthobilirubinsiure ([V) mit Ameisenséure und 
Essigsiiureanhydrid und nachfolgender Veresterung mit CH,OH—HCI., 
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Der Glaukobilin-dimethylester-XIII,a@ zeichnet sich gegeniiber 


dem Glaukobilin-dimethylester-[X,¢@ schon durch eine wesentlich 


geringere Léslichkeit in Methanol aus. Er besitzt einen héheren 
Schmelzp. (246—247° korr.), gibt aber mit Glaukobilin-dimethyl- 
ester-[X,a« keine Depression. 

Der Glaukobilin-dimethylester-II],a ist in Methanol leichter 
léslich als Glaukobilin-dimethylester-I[X,@; er schmilzt bei 237,5 
bis 238,5° (korr.), gibt mit Glaukobilin-dimethylester-[X,« nur eine 
geringe Depression von 1—2°, dagegen mit dem Diester-XIII,« 
eine solche von 11° 

In den krystallographischen Daten, die Herr Prof. Dr. H. Stein- 
metz in dankenswerter Weise bestimmt hat, unterscheiden sich 
nun beide Ester deutlich von dem Glaukobilin-dimethylester-IX,«, 
und zwar sowohl in den Kantenwinkeln wie auch in der Orientie- 
rung ihrer Ausléschungsebenen. Allen 3 Estern eigen ist ein 
abnorm starker Dichroismus. 

Bei dem nach Schema IJ—IV dargestellten Glaukobilin-[X, « 
ist, wie aus der Formel (V) zu ersehen ist, entsprechend dem Weg 
der Synthese, der einzige im Molekil vorhandene Pyrrolkern der 
Ring II. Es ware nun denkbar, daB durch Verlagerung des Pyrrol- 
kernes in Ring III, also durch Synthese, ausgehend von Formyl- 
iso-neoxanthobilirubinsiure (VIII), ein wenn auch nur wenig ver- 
schiedenes inneres Isomeres des Glaukobilins-1X,« erhalten wiirde. 
Da das Gesamtmolekiil unsymmetrisch ist, konnte diese Méglich- 
keit in Betracht gezogen werden. Es wurde deshalb die Formyl- 
iso-neoxanthobilirubinsiure (VIID) iiber den Ester der Iso-neoxantho- 
bilirubinsiure (IV) mit HCN—HCl dargestellt. Dabei wurde beob- 
achtet, daB die Kinfiihrung der Formylgruppe wesentlich schwieriger 
wos als bei der isomeren Neoxanthobilirubinsiure. 
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Durch Kondensation der Formyl-iso-neoxanthobilirubin- 
siiture (VIII) mit Neoxanthobilirubinsiure (II) in Methanol mit 
48°/,iger HBr wurde dann das zumindest der Synthese nach 
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innere Isomere des Glaukobilins-[X,qa, das ,,Iso-glaukobilin-[X, « 
(IX) dargestellt. Irgendwelche Unterschiede gegeniiber dem Glauko- 
bilin-[X,@(V) lieBen sich bei diesem Isomeren aber nicht fest- 
stellen. Beide synthetischen Glaukobiline-[X,q@ stimmten in simt- 
lichen Kigenschaften iiberein. (Optische Aktivitét ist bei beiden 
nicht vorhanden.) 

Wie schon einleitend betont, wurde in einer friiheren Arbeit" 
festgestellt, daB bei dem Dimethylither des Mesobilirubins-XIII, 
die Gmelinsche Reaktion in der Griinphase stehen bleibt. Diese 
Beobachtung wurde auch spiiter noch bei anderen Bilirubinoid-1’,8’- 












diithern gemacht’). 

Es war nun notwendig, festzustellen, ob solche griine 
Dehydromesobilirubin-diither synthetisch zuginglich sind, und 
zwar auf den fiir die Glaukobiline beschriebenen Wegen. 

So wurde zuerst versucht, in den Neoxanthobilirubinsiure- 
methylither die Formylgruppe einzufiihren. Bemerkenswerterweis¢ 
gelang diese Synthese nicht, obwohl doch die freie «-(5’)-Stelle in 
dieser Verbindung sehr reaktionsfihig ist, wie friiher die quanti, 
tative Kondensation des Methylithers mit Formaldehyd zu Meso, 
bilirubin-dimethylither-XITJ,«*) bewies. Wahrscheinlich wird di¢ 
Umsetzung mit HCN—HCl in diesem Falle durch Bildung eines 
Hydrochlorides verhindert; denn bei HCl-Zusatz konnte in de 
Lésung des Neoxanthobilirubinsiure-methylathers ein Farbumechlag 
von Gelb nach Rotbraun beobachtet werden. Méglich ist auch 
die Beeinflussung des Molekiils durch die CH,O-Gruppe, die ja 
auch im Mesobilirubin-dimethylither-XIIJ,«¢ die Kupplung mit 
Diazobenzolsulfosiure hemmt. 

Somit muBte auf die Synthese eines dem Glaukobilin-IX, 
entsprechenden unsymmetrischen Dimethylithers verzichtet werden 
Deshalb wurde nunmehr die Bildung eines Glaukobilin-8’-mono+ 
methylathers-[X,@ angestrebt; und zwar durch Kondensation von 
Formy]-neoxanthobilirubinsiure (III) mit dem inzwischen syntheti: 
sierten Iso-neoxanthobilirubinsiiure-methylither. Um ein Verseifen 
der Athergruppe durch Halogenwasserstoffsiuren zu verhindern 
wurde die Kondensation in Hisessig mit Essigsiiureanhydrid vor- 
genommen. Zwar blieb die nach der Aufarbeitung iiber NaOH: 
Lisung erhaltene Chloroform- bzw. Methanollésung des Umsetzungs; 


') W. Siedel u. H. Fischer, Diese Z. 214, 155 (1938). 
*) H. Fischer u. J. Aschenbrenner, Diese Z. 229, 75 (1934); 
H. Fischer und G. Fries, Diese Z. 231, 289, 241, 242 (1935). 
*) W. Siedel u. H. Fischer, Diese Z. 214, 154 (1933). 
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produktes griin, eine Krystallisation konnte aber nicht erreicht 
werden. Selbst nach einer unter Kiihlung vorgenommenen Ver- 
esterung mit CH,OH—HC1 konnte nur Glaukobilin-dimethylester-[X, « 


erhalten werden; die zuriickbleibende in Lésung griine Substanz 


konnte auch weiterhin nicht zur Krystallisation gebracht werden, 
auch nicht als Hydrochlorid. Nach Zusatz von FeCl, krystallisierte 


it Ferrobilin-dimethylester-[X,¢ aus. Somit ist immer Verseifung 


des Atherrestes eingetreten. Es scheint also die Existenz eines 
Dehydromesobilirubin-monoithers fraglich. 

Leider ergaben die Versuche, den symmetrischen Dehydromeso- 
bilirubin-dimethylather-XIIJ,a darzustellen, ein ihnliches Resultat. 
Da die Versuche, durch Kondensation von Neoxanthobilirubinsiure- 
methylither mit HCOOH und Essigsiureanhydrid (entsprechend 
der Darstellung des Glaukobilins-IIJ,«) zu ihm zu gelangen, ein 
unbefriedigendes Ergebnis hatten, wurde von dem Mesobilirubin- 
dimethylither-XIII,a") (X) selbst ausgegangen. Dehydrierung mit 
FeCl, fiihrte zu einem Ferrobilin, dessen Ester mit dem zum 
Vergleich hergestellten Ferrobilin-dimethylester-XIII,a@ véllig iden- 
tisch war. Nach Abspaltung von FeCl, und HCl wurde der Glauko- 
bilin-dimethylester-XTII,« erhalten. Also war auch in diesem 
Falle véllige Verseifung der Atherreste eingetreten. 








H,C—— C,H, H, S S CHs H.C, = CH, 
I ‘Tu | |u| | IV | 
H,C —— ; rn a8 CH, a td —_—CH= —=\_7 OCH, 
N NH X NH N 


Um die entweder durch FeCl, oder durch HCl bewirkte 
Verseifung zu umgehen, wurde nunmehr mit NaNO,-haltiger 
2n-HNO,-Lésung schonend in Chloroformlésung oxydiert und die 
Oxydation durch sofortiges Ausschiitteln mit Wasser unterbunden, 
als nach wenigen Minuten eine tiefgriine Fiarbung der Chloro- 
formlésung erreicht war. Beim Einengen und Verdringen des 
Chloroforms durch Methanol trat in der Wirme langsam ein Farb- 
umschlag iiber Olivgriin zu einem miBfarbenen Braun ein. Die 
Aufarbeitung dieses Umsetzungsproduktes fiihrte zu einer sauren 
Fraktion von Dipyrrylmethencharakter und einer basischen von 
Pyrroltyp, deren Geruch an das kiirzlich dargestellte 2-Methoxy- 
3-methyl-4-ithylpyrrol?) erinnert. Man muB also einen Zerfall 
des in der griinen Chloroformlésung wohl enthaltenen aber un- 


1) W. Siedel u. H. Fischer, Diese Z. 214, 170 (1933). 
2) W. Siedel, unverdéffentlicht. 
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stabilen Dehydromesobilirubin-dimethylithers-XIII,¢ annehmen, 
und zwar eine Absprengung der beiden auBeren Pyrroleninringe I 
und IV im Sinne der gestrichelten Linien in Formel X. 

Diese Spaltungsreaktion wird, wenn mehr _ synthetisches 
Material vorhanden ist, einer weiteren Bearbeitung unterworfen. 
Die Versuche zeigen also, daB es wohl nicht méglich sein wird, 
einen Dimethylather des Glaukobilins zu isolieren. Friher haben 
wir an das Verhalten des Diithers des Mesobilirubins-XIII,a@ bei 
der Gmelinschen Reaktion!) die Folgerung gekniipft, daB dem 
Dehydromesobilirubin in der griinen Phase die Enol-, in der 
blauen die Ketoform zukommen kénnte. Bei der fraglichen Existenz 
des Dimethylithers ist es aber nicht mehr nétig, diese Unter- 
scheidung in Betracht zu ziehen. Immerhin ist auch jetzt noch 
nicht die Méglichkeit einer Keto-Enoltautomerie auBer acht zu 
lassen, da ja der Farbumschlag der Glaukobiline nach Griin mit 
Sauren, Basen usw. einer Erklarung bedarf. 

Nach dem Schema der Synthese zu urteilen, kame dem 
Glaukobilin vorerst die Enolform zu, zumal auch mit Hydroxyl- 
amin eine sichtbare Umsetzung unter Anderung der spektro- 
skopischen Kigenschaften des Glaukobilins nicht eintritt. 

Wie schon am Anfang betont, haben H. Fischer und Mitarbeiter fiir 
den die Dehydrostufe des Mesobilirubins darstellenden Farbstoff, der als 
freie Siure wie als Ester in organischen neutralen Lésungsmitteln rein 
blaue Liésungen gibt, 1932 die Bezeichnung Glaukobilin eingefiihrt. Es ist 
nun unverstindlich und entspricht nicht gebriiuchlichen Methoden, wenn 
R. Lemberg 1934 diese Bezeichnung durch den Namen ,,Mesobiliverdin‘*) 
zu verdringen sucht. Diese Bezeichnung wire vollstindig irrefiihrend; denn 
sie wiirde fiir einen griinen Farbstoff sprechen. Tatsiichlich ist es aber auch 
R. Lemberg nicht gelungen, das Dehydromesobilirubin in der Griinphase, 
wie sie z. B. bei der Oxydation mit CH,OH-KOH auftritt, zu fassen. Griin 
sind nur die Salze des Glaukobilins mit anorganischen und organischen 
Siuren, sowie die Komplexverbindungen mit HgCl,, ZnCl, oder die Molekiil- 
verbindung mit FeCl, Ob die Erscheinung des Farbumschlages durch 
Halochromie bedingt ist, oder ob die Salz- bzw. Komplexbildung eine rium- 
liche Umgestaltung im Molekiil bewirkt, sei dahingestellt. Im iibrigen scheint 
es R. Lemberg entgangen zu sein, daf der Ausdruck ,,Mesobiliverdin“ 
bereits von H. Fischer und G. Niemann’) eingefiihrt und folgerichtig fiir. 
die griine Lésung des mit Alkali und Luftsauerstoff aus Mesobilirubin er- 
haltenen Dehydrierungsproduktes angewandt worden ist. Es ist verwirrend, 


wenn R. Lemberg eine Substanz, die nach seinen eigenen Angaben in 
,stahIblauen Prismen“*) krystallisiert, mit ,,-verdin“ bezeichnet und die 





1) W. Siedel u. H. Fischer, Diese Z. 214, 155 (1988). 
*) Biochemie. J. 28, 978 (1934). 8) Diese Z. 137, 295 (1924). 
4) Biochemie. J. 28, 981 (1934). 
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Lésungen bald ais dunkelblau (in neutralem Medium), bald als blau [in 
saurem Medium (!)] angibt. Ebenso ist es nicht zu verstehen, daB R. Lem- 
berg auch tiber die starken Farbunterschiede zwischen Glaukobilin und 
Dehydrobilirubin hinwegsieht. Wenn er die griine salzsaure Liésung des 
Glaukobilins in der Absorption als nahezu identisch mit der~-salzsauren 
Lésung des Dehydrobilirubins') findet, so besagt das nichts und ist viel- 
mehr selbstverstindlich. 

Auf die verschiedenen von R. Lemberg’) fiir Glaukobilin diskutierten 
Formeln einzugehen eriibrigt sich, da er sich neuerdings fiir die von 
H. Fischer und Mitarbeitern vorgeschlagene Formulierung (I) *) ent- 
schieden hat’). 


Wie schon hervorgehoben, mu es ausgehend von Neo- und 
[so-neoxanthobilirubinsaiure gelingen, die verschiedensten Hydrie- 
rungsstufen der Bilirubinoide mit gesattigten Seitenketten dar- 
zustellen. 

Als vordringlichste Aufgabe wurde so mit Herrn Erhard 
Meier die Synthese eines Bilirubinoids von der Struktur (XJ) 
in Angriff genommen. 


H,C-—C,H, H,C-—jS XI S==CH, 4H,C-—GH, 
I | II | | ur | rv 









































Hol} cu, —_ + co — —CH,— OH 
NH NH N NH 
on i “~~ ‘Be H.C — CH 
Y ‘ ZO | | . | | 
NH XII NH NH XIII NH 


Es war zu erwarten, daB dieses Bilirubinoid (XI) eine Ahn- 
lichkeit mit dem Urobilin, bzw. Stercobilin oder K-Urobilin 5) hat, 
denn wie diese mufte es unter Aufnahme von 2 H-Atomen zu 
einer Leukoverbindung hydrierbar sein, mit Eigenschaften und 
der Zusammensetzung des Mesobilirubinogens. Es hatte die Brutto- 
formel C,,H,,O,N,. Es hat weiter die Fahigkeit, entsprechend den 
Angaben in der Literatur, 1 Molekiil HCl anzulagern. 

Die Durchfiihrung der im Schema XI—XIII angegebenen 


Synthese hing ab von der Méglichkeit, die Formyl-neoxantho- 





1) Liebigs Ann. 499, 40 (1932). 2) Liebigs Ann. 499, 31 (1932). 

3) Diese Z. 206, 190, 202 (1932); 214, 155 (1933). 

*) Biochemic. J. 28, 986 (1934). 

5) Vgl. C. J. Watson, Diese Z. 204, 57 (1932); 208, 101 (1932); 221, 
145 (1933); 233, 39 (1935); L. Heilmeyer u. W. Krebs, Diese Z. 228, 33, 
46 (1934); H. Fischer, H. Halbach u. A. Stern, Liebigs Ann. 519, 254 
(1935). 
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bilirubinsaure (III) unter Erhaltung der Formylgruppe zur Formy]1- 
neobilirubinsiure (XII) zu hydrieren. Durch katalytische Reduk- 
tion ist diese Umsetzung gelungen. Die so erhaltene Formy]l- 
neobilirubinsiure mit dem Schmelzp. 228° korr. konnte nun mit 
Iso-neobilirubinsiure (XII) in Hisessig mit HCl kondensiert werden 
zu einem Produkt, das typischen ,,Urobilin“-charakter besitzt. Es 
entspricht in der Farbe, in den Spektren der Chloroform- und 
Alkohollésungen sowie der Lésung in alkoholischem Zinkacetat 
vollstiindig dem uns von Herrn Prof. H. Fischer freundlichst zur 
Verfiigung gestellten Stercobilin-hydrochlorid. Es zeigt auch die 
von C.J. Watson?) angegebenen Krystallformen, weicht aber im 
Schmelzpunkt (200° unkorr. = 205,5° korr.) von dem analytischen 
Produkt ab, zeigt mit diesem jedoch im Mischschmelzpunkt keine 
Depression. Mit dem K-Urobilin C. J. Watsons!) ist es weniger 
vergleichbar. 

Entscheidend ist der Unterschied aber hinsichtlich der 
optischen Aktivitét; denn, wihrend neuerdings von H. Fischer, 
H. Halbach und A. Stern?) bei Stercobilin eine starke Links- 
drehung festgestellt worden ist, ist unser synthetisches Produkt 
inaktiv und laBt auch entsprechend seiner Struktur keine Akti- 
vitat erwarten. Weitere Mitteilungen erfolgen, wenn neues synthe- 
tisches Material hergestellt ist. 

Weiter wurden die den Formulierungen (XIV) und (XV) ent- 
sprechenden Bilirubinoide dargestellt. Sie sind Isomere des Meso- 
bilirubins-LX,@ und unterscheiden sich nur durch die Lage der 
die 5-Ringe verbindenden Einfach- und Doppelbindungen, oder 
anders gesehen, dadurch, daB in (XIV) Pyrrolringe mit Pyrrolenin- 
ringen abwechseln, in (XV) die Pyrrolringe und die Pyrrolenin- 
ringe jeweils benachbart sind. 























H,C ——7 C,H, H,C, S Ss = “CH, H,C,;—— C,H, 
wo - | Ir | ie pais 1v | 
. A—cH—_t ) — + —cH,— OH 
N NH XIV N Wi 
H.Cf—C,H, H,C S S——CH. H.C——=C,H 
ane “har | a 
H —_— — — OH 
V7 ie, NZ a 
NH NH XV N YX 


Bilirubinoid (XIV) wurde dargestellt durch Kondensation von 
Formy!-neoxanthobilirubinsiure(ITJ) mit Iso-neobilirubinsiiure(XIII), 





1) Diese Z. 238, 39 (1935), *) Liebigs Ann. 519, 254 (1935). 
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Bilirubinoid (XV) durch Kondensation von Formylneobilirubin- 
siure (XII) mit Iso-neoxanthobilirubinsiure ([V). Es war nun iiber- 
raschend, daB bei diesen Umsetzungen zwei sich in der Farbe 
stark unterscheidende Produkte erhalten wurden. Substanz XIV 
ist in neutraler Chloroformlésung violett gefirbt, mit verdiinnter 
HCl geschiittelt, geht die Farbe in Blau iiber. Substanz XV ist 
in neutraler Chloroformlésung rot, als Hydrochlorid violett. Beide 
Bilirubinoide haben charakteristische Spektren und geben mit 
alkoholischer Zinkacetatlisung starke Fluorescenz, XIV eine rote, 
XV eine griinlich-briunliche. Diese Verhiltnisse sind besonders 
auffallig, wenn man bedenkt, daB das isomere Mesobilirubin nur 
gelb gefarbt ist und weder typisches Spektrum noch Fluorescenz- 
erscheinung zeigt. 

Umgekehrt besagen diese Unterschiede zwischen Substanz XIV 
und XV, daB die Kondensationen in dem beabsichtigten Schema 
verlaufen sind und nicht etwa nachtriiglich Verschiebungen von 
Doppelbindungen eingetreten sind. 

Die violette Farbe des Bilirubinoids XIV lieB nun vermuten, 
daB es mit dem in der Literatur beschriebenen und durch Oxy- 
dation von Mesobilirubinogen mittels FeCl, dargestellten Meso- 
biliviolin') in Zusammenhang stehen kénnte. Tatsachlich zeigte sich, 
daB im Mesobiliviolin ein Gemisch der beiden Bilirubinoide (XIV) 
und (XV) vorliegt; denn das Spektrum des analytischen Meso- 
biliviolins wie das seines Zinksalzes weist die Banden der beiden 
Bilirubinoide vereint auf. Durch chromatographische Adsorptions- 
analyse nach Tswett konnte eine véllige Trennung des analytischen 
Gemisches erreicht werden. Der so isolierte violette Farbstoff 
konnte mit dem Bilirubinoid XIV, der rote mit XV spektroskopisch 
in neutraler und saurer Chloroformlésung und in alkoholischer 
Zinkacetatlésung identifiziert werden. Da der Farbstoff XIV 
neutral rein violett ist und den Hauptanteil bildet, wird vor- 
geschlagen, fiir ihn den Namen Mesobiliviolin beizubehalten; die 
andere rein rote Komponente XV soll mit Mesobilirhodin be- 
zeichnet werden. Es wiren auch die ilteren Bezeichnungen 
Mesobilicyanin und Mesobilierythrin in Betracht zu ziehen ge- 
wesen, nachdem R. Lemberg?) festgestellt hat, da im ,,Meso- 
biliviolin* ein Gemenge von Mesobilicyanin und Mesobilierythrin 
vorliegen kénnte. Aber die Bezeichnung ,,-cyanin“ wiirde einmal 


1) H. Fischer u. G. Niemann, Diese Z. 137, 298, 309 (1924). 
2) Chem. and Ind. 63, 1024 (1934). 








riot 


hae as ttt Mi ents 















99, Walter Siedel, 




































rubinogens sprechen. 


| fiir einen blauen Farbstoff sprechen; tatsichlich liegt aber ein . 

| rein violetter vor. AuBerdem wurde von R. Lemberg!) der Aus- — 

| druck ,,-cyanin“ fiir die blaue Phase der Gmelinschen Reaktion ge 

eingefiihrt, wohl in der Annahme, da das Mesobilicyanin ein Me 

Oxydationsprodukt?) des Mesobilierythrins sei. Da die Angaben Hy 

von R. Lemberg?) tiber Mesobilierythrin zeigen, daB auch dieses de 

(braune Farbe in neutraler Lésung!) noch ein Gemisch ist, wird Di 

der Ausdruck Mesobilirhodin fir Bilirubinoid XV eingefihrt. di 

Was im iibrigen die Phycobiline (Phycocyanin und Phyco- a3 

erythrin) anbetrifft, so scheinen sie nach den Angaben R. Lem- i 

bergs in die Reihe der ungesattigten Gallenfarbstoffe vom Bili- 7: 

rubintyp zu gehéren. Tatsichlich hat auch R. Lemberg bei : 

direkter Oxydation der Phycobiline Methylathylmaleinimid nicht at 

erhalten *). Wenn auch Lemberg bei der Behandlung der Phyco- q 

biline mit CH,OH—KOH die Moéglichkeit einer Hydrierung ver- 

neint, so stehen dem die Befunde H. Fischers‘) entgegen, der ¥ 

nach Kinwirkung von CH,OH—KOH auf Bilirubin und nach- ; 

folgender Oxydation Methylathylmaleinimid erhalten hat. Es kann : 

| bei dem Ubergang der Phycobiline in Glaukobilin also leicht erst : 
i eine Hydrierung von Vinylgruppen und dann eine Oxydation des 

| Gesamtsystems eingetreten sein. ; 

| Die oben angefiihrten Befunde haben also das ,,Mesobiliviolin“ r 

| eindeutig in die Stufe der beiden zum Mesobilirubin in Frage . 

| kommenden Isomeren eingereiht. Diese Feststellung ist insofern : 

fiir die Chemie des Urobilins bzw. Stercobilins von Bedeutung, , 

als C. J. Watson) in Begleitung des Stercobilins immer das ‘ 

»Kopromesobiliviolin’ findet, das er mit dem _,,Mesobiliviolin“ ; 

identifizieren konnte. Wenn fiir das Urobilin die nach Formu- , 

lierung (XI) hergestellte Verbindung in Frage kime, wire das . 

gleichzeitige Vorkommen des Gemisches von Mesobiliviolin und | 

Mesobilirhodin nicht verwunderlich, denn es wiirde nur fiir eine ( 

um eine Stufe weiter fortgeschrittene Oxydation des Mesobili- | 


Ausfiihrliche Mitteilung iiber die angefiihrten synthetischen 
Produkte erfolgt demniachst, ebenso iiber direkte Synthesen des 
Mesobilirubins und des Mesobilirubinogens. 





1) Chem. and Ind. 53, 1024 (1934). 2) Chem. and Ind. 53, 179 (1934). 
8) Liebigs Ann. 505, 165 (1933). *) Z. Biol. 65, 171 (1914). 
5) Diese Z. 208, 102 (1932); 222, 145 (1933). 
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Die auch in dieser Arbeit angefihrten Bilirubinoidformeln 
sind wie bisher aus ZweckmibBigkeitsgriinden in gerader Kette 
geschrieben worden. Um nun ein den natiirlichen Bilirubinoid- 
Molekiilen angenihertes Bild zu bekommen, wurden die simtlichen 
Hydrierungsstufen mit einem Modell!) konstruiert, das gegeniiber 
den bisher gebraiuchlichen den Vorteil hat, da8 die Doppel- und 
Dreifachbindungen durch Drahtbiigel dargestellt werden, welche 
die C-Atome in die den réntgenometrisch bestimmten Abstinden 
entsprechenden Entfernungen bringen. Fiir N- und O-Atome werden 
dieselben Tetraeder (nur in anderer Farbe) wie fiir das C-Atom 
benutzt, ebenfalls in Ubereinstimmung mit den physikalischen 
Messungen. 

Fig. 9 (Taf. I) stellt somit den Porphinring dar (die @-Sub- 
stituenten sind der Ubersichtlichkeit halber weggelassen), Fig. 10 
(Taf. 1) den hydrolytisch zu Glaukobilin aufgespaltenen Porphin- 
ring. Man sieht, daB bei einem Ersatz der OH-Gruppen in den 
Kernen I und IV durch CH,O-Gruppen ein ebenes Molekiil ohne 
stiirkere Spannungen nicht mehr konstruierbar ist. Die Nicht- 
existenz des Glaukobilin-diithers ist demnach durch sterische 
Hinderung bedingt. Kine Hydrierung des Glaukobilins an Kern IV 
und der anschlieBenden C-Briicke fiihrt zu Mesobiliviolin, dem 
Fig. 11 (Taf. II) entspricht. Dabei ist an der entstandenen —CH,- 
Briicke zwischen den Kernen III und IV eine Umklappung vor- 
genommen worden, da ja bei dem Ubergang von —-CH— zu —CH,— 
eine Verkleinerung des Valenzwinkels der C-Briicke von 125° 16’ 
auf 109°28’ eintritt und damit fast eine Beriihrung der -NH-Gruppen 
stattfinde. In Fig.16 (Taf. IL) ist ausfithrlicher dargestellt, wie 
man sich die Hydrierung eines Dipyrryl-methens zu einem Dipyrryl- 
methan vorstellen kann. Wiirde bei der Hydrierung des Glauko- 
bilins die Stufe B (Fig. 16, Taf. II) beibehalten, so kame eine kaum 
mehr konstruierbare Verengung des Molekiils zustande. Aus diesem 
Grunde wurde die Umklappung vorgenommen, die im iibrigen 
ohne Lésung einer Bindung leicht durch zweifache Drehung be- 
werkstelligt werden kann. Fig. 12 (Taf. II) zeigt die weitere 
Hydrierung zu dem Dihydromesobilirubin’). Durch eine erneute 
Umklappung kommt hier schon eine merkliche Streckung des 
Molekiils zustande, die mit der vollen Hydrierung zum Mesobili- 
rubinogen (Fig.13, Taf. II) vollendet ist. Fig. 14 (Taf. IT) stellt 
das ,Urobilin“, Fig. 15 (Taf. II) das Mesobilirubin dar. 


1) D.R.G.M. 
2) H. Fischer u. H. Baumgartner, Diese Z. 216, 260 (1933). 
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Aufklarung harrende Farbspiel des Himatoms, ware schlieBlich 
die Frage nach dem Schicksal des blauen Farbstoffes (Glauko- 
bilins?) aufzuwerfen. In der vorliegenden Arbeit hat sich ergeben, 
daB die Dihydro-glaukobiline: Mesobiliviolin und Mesobilirhodin 
(Mesobilirubin mége hier als vielleicht kérperfremd aus der Be- 
trachtung ausscheiden) violette bzw. rote Farbstoffe sind. Die 
nichstfolgenden Tetrahydro-glaukobiline sind dann das ,,Urobilin“ 
und die beiden Dihydro-mesobilirubine, siimtlich gelbe Farbstoffe. 
Tritt nun nicht im weiteren Verlauf des Farbspiels bei einem 
Himatom eine Violett- und schlieBlich eine intensive Gelbfarbung 
auf? Sollte also in dem Farbspiel eine stufenweise Hydrierung 
des Glaukobilins bis zum Mesobilirubinogen, das ja das normale 
Endprodukt des Blutfarbstoffumbaues darstellt, vor sich gehen? 
Zum Ziele kann hier nur der Tierversuch fiihren. 


Ich erlaube mir, Herrn Geheimrat Prof. Dr. Hans Fischer fiir die 
Férderung, die er dieser Arbeit angedeihen lieb, meinen ergebensten Dank 
auszusprechen. 


Versuche. 


Veresterung der Neoxanthobilirubinsaure bzw. Iso-neoxantho- 
bilirubinsaure mit Diazomethan. 1g Neo- bzw. Iso-neoxanthobilirubinsiure 
wird mit 10 cem Methanol im Scheidetrichter aufgeschlimmt, mit einer 
itherischen Lésung von Diazomethan (aus 8 g Nitrosomethylharnstoff) ver- 
setzt und mehrmals gut durchgeschiittelt. Nach 1 Stunde wird von dem 
griinen Niederschlag abfiltriert. Das Filtrat wird kurz mit verdiinnter Salz- 
siure durchgeschiittelt, mit Wasser gewaschen, durch Filtrieren getrocknet 
und eingeengt. Der verbleibende Riickstand wird mit dem oben erhaltenen 
vereinigt und aus Methanol umkrystallisiert. Ausbeute quantitativ. 


Formyl]-neoxanthobilirubinsaure-methylester = 5-Oxy-3’,4-dimethy]l- 
3-athyl-5’- formyl-pyrromethen-4’- propionsaure-methylester. 1 ¢ Neo- 
xanthobilirubinsiure-methylester wird in 30 cem Chloroform gelést, mit 
1,5 ccm wasserfreier Blausiiure versetzt und unter Kiihlung mit trockner 
Chlorwasserstoffsiure gesittigt. Nach 3 Stunden Stehen wird mit absolutem 
Ather gefillt, der entstandene Niederschlag nach etwa 1/, Stunde abfiltriert 
und im Exsiceator getrocknet. Hierauf wird die Substanz in etwa 10 ccm 
Wasser aufgeschlimmt und leicht erwirmt. Dann wird abgenutscht und 
getrocknet. Ausbeute roh 1g, Aus Methanol umkrystallisiert, erhdélt man 
gelbe, schriig abgeschnittene Nadeln mit dem Schmelzp. 205,5° (korr.). Die 
Substanz ist leicht léslich in Chloroform und <Aceton, mittelschwer in 
Methanol, schwer in Ather. Im Gegensatz zur Neoxanthobilirubinsiure gibt 
der Formy]-neoxanthobilirubinsiureester mit Ehrlichs Reagens keine Griin- 
firbung, entsprechend der Konstitution. Dagegen gibt er beim Erhitzen mit 
Neoxanthobilirubinsdure in Essigsiureanhydrid eine intensive Griinfiarbung. 


Zuriickkommend auf das Seite 10 angefiihrte und noch der 
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3,858 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 9,217 mg CO,, 2,202 mg H,O. — 
4,012 mg Subst.: 0,316 cem N (22°, 709 mm). — 5,228 mg Subst.: 3,725 mg AgJ. 
C,¢H4s0,N, (330,2) Ber. C 65,42 H6,72 N 848 OCH, 9,39 

Gef. ,, 65,16 ,, 6,39 ,, 8,50 (941. 


Formy]-neoxanthobilirubinsaure (II) =5-Oxy-3’,4-dimethy]-3-athy]l- 
5’- formyl-pyrromethen-4’-propionsaure. 1g Formy|l-neoxanthobilirubin- 
sijure-methylester wird in 30 ccm 2n-NaOH aufgeschlimmt und auf dem 
siedenden Wasserbad bis zur volligen Lésung erhitzt. Dann wird mit Wasser 
verdiinnt und unter Kiithlung mit 2n-Essigsiure gefillt. Der griingelbe 
Niederschlag wird abgesaugt, mit Wasser gewaschen, abgepreBt und aus 
Methanol umkrystallisiert. Ausbeute roh 1g, umkrystallisiert 0,9 g. Aus 
Methanol umkrystallisiert; kleine gelbe Nidelchen, Schmelzp. 257° (korr.) 
bei 253° Sinterung). 
4,353 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 10,312 mg CO,, 2,468 mg H,O. — 
8.312 mg Subst.: 0,265-cem N (23°, 713 mm). 
C,,H.,0,Nz (316,2) Ber. C 64,52 H 6,39 N 8,85 
Gef. ,, 64,61 ,, 6,35 ,, 8,65. 


Iso-neoxanthobilirubinsdure-methylather=5-Methoxy-3,3’-dimethy]l- 
4-athyl-pyrromethen-4’- propionsaure. Die Darstellung wird entsprechend 
der fiir den isomeren Methylither der Neoxanthobilirubinsiure von W.Siede] 
u.H. Fischer’) angegebenen Vorschrift aus dem 5-Brom-3,3’-dimethy]-4-athy]l- 
pyrromethen-4’-propionsdure-methylester-hydrobromid*) vorgenommen. Die 
Ausbeute betrigt aus 2 g Pyrromethen-hydrobromid 0,9 g = 66°/, d. Th. 
Der Methylither krystallisiert aus Methanol in schief abgeschnittenen, gelben 
Nadeln mit dem Schmelzp. 160,5—161,5° (korr.). In Mischung mit dem Iso- 
meren (Schmelzp. 165,3°) tritt Depression auf 142° ein. Zur Analyse wurde 
aus Methanol umkrystallisiert. 


4,975 mg Subst. (bei 40° i. V. getr.): 12,350 mg CO,, 3,195 mg H,O. — 
4,337 mg Subst.: 0,360 cem N (19°, 719 mm). 
C,,H,,0,N, (302,18) Ber. C 67,51 H 7,34 N 9,27 
Gef. ,, 67,70 ,, 7,19  ,, 9,18. 
Iso-neoxanthobilirubinsaure-methylester-methylather=5-Methoxy- 
3,3’-dimethy1-4-athyl-pyrromethen-4’-propionsauremethylester. Dar- 
stellung durch Veresterung von Iso-neoxanthobilirubinsiure-methylaither 
mittels Diazomethan in atherischer Lésung. Der Ester wird aus Methanol 
unkrystallisiert. Er krystallisiert erst nach langem Stehen in Eis unter 
Reiben, und zwar in kleinen, oft biischelig verwachsenen, gelben Nadeln mit 
dem Schmelzp. 76° (korr.). 


3,506 mg Subst. (bei 30° i. V. getr.): 0,282 com N (22°, 726 mm). 
C,sH,,0,N, (316,19) Ber. N 8,86 Gef. N 8,89. 


Formyl - iso-neoxanthobilirubinsaéure-methylester=5 - Oxy -3,3’- di- 
methyl -4-athyl -5’- formyl-pyrromethen -4’- prapionsaure-methylester. 
300 mg Iso-neoxanthobilirubinsiure-methylester werden in 10 ccm Chloroform 
gelést und unter Kiihlung mit Eiswasser mit 2 ccm wasserfreier HCN 





1) Diese Z. 214, 161 (1983). 
*) W. Siedel, Diese Z. 231, 195 (1935). 
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versetzt. Dann wird bis zur Sittigung trockner Chlorwasserstoff eingeleitet. 
Nach 2stiindigem Stehen wird aus dem Eiswasser herausgenommen und 
1—2 Stunden bei gewéhnlicher Temperatur stehen gelassen. Hierauf wird 
abgenutscht und der Riickstand im Exsiccator abgesaugt. Man erwirmt 
hierauf die Substanz kurz mit Wasser, saugt wieder ab, trocknet und erhilt 
so eine griine Masse (etwa 300 mg). Sie wird mit etwa 15 cem heiBem 
Methanol digeriert; dann wird die Mischung abgesaugt. Auf dem Filter 
hinterbleibt eine orangerote Masse yon quadratischen und rechteckigen 
Blittchen, im Filtrat befindet sich das nicht umgesetzte Ausgangsmaterial. 
Der Formyl]-iso-neoxanthobilirubinsiiure-methylester krystallisiert aus 
Methanol in gelben Nadeln mit dem Schmelzp. 218—220° (korr.). Zur Analyse 
wurde aus Methanol umkrystallisiert. 


4,850 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 11,614 mg CO,, 2,895 mg H,O. — 
2,963 mg Subst.: 0,240 cem N (24°, 721 mm). 
C,,H,,0,N, (330,2) Ber. C 65,42 H. 6,72 N 8,48 
Gef. ,, 65,33 », 6,68 » 8,83. 


Formy]-iso-neoxanthobilirubinsaure = 5-Oxy-3,3’-dimethyl-4-athy]-. 
5’-formyl-pyrromethen-4’-propionsaure. Sie wird erhalten durch Ver- 
seifung des vorgenannten Esters mit 2 n-NaOH in der Hitze und Fillung 
der alkalischen Lésung mit verdiinnter Essigsiiure. Die Ausbeute betriigt etwa 
70 °/,. Aus Methanol umkrystallisiert erhilt man sie in kleinen gelben 
Niidelchen mit dem Schmelzp. 273° (korr.). Im Mischschmelzpunkt mit 
Formy]-neoxanthobilirubinsiure (Schmelzp. 257°) tritt Depression auf 
246° ein. 


Glaukobilin-dimethylester-IX,«; analytisch. 100 mg Ferrobilin- 
dimethylester-IX,« (analytisch) werden in 200 cem Chloroform heiB gelést, 
abgekiihlt und im Scheidetrichter zweimal mit 2 n-NaOH durchgeschiittelt. 
Die Farbe der Chloroformlésung schligt dabei von Griin nach Blau um. 
Die Chloroformlésung wird hierauf mehrmals mit Wasser gewaschen, durch 
Filtrieren getrocknet und eingeengt. Zuletzt wird das Chloroform durch 
Zusatz von Methanol verdriingt. Beim Erkalten setzt priichtige Krystalli- 
sation ein von linealf6rmigen Prismen mit violettem Oberflichenglanz und 
dem Schmelzp. 226° (unkory.) = 232° (korr.). Zur Analyse wurde noch- 
mals aus Methanol umkrystallisiert; vgl. Krystallbild Fig. 5 Taf. I. 


4,968 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 12,453 mg CO,, 3,075 mg H,0. 
3,266 mg Subst.: 0,281 cem N (19°, 711 m). 


C,,H,.0,N, (614,4). Ber. C 68,36 H 6,90 N 9,11 
Gef. ,, 68,36 » 6,93 » 9,41. 


Glaukobilin-dimethylester-IX,«; synthetisch. (V.) Je 100 mg 
Formyl]-neoxanthobilirubinsiure und Iso-neoxanthobilirubinsiure werden 
in 20 ccm Methanol aufgeschlimmt und mit 5 cem 48°/,iger Bromwasser- 
stoffsiiure 30—40 Minuten auf dem siedenden Wasserbad unter Riickflub 
erhitzt. Das Reaktionsgemisch wird tief-dunkelgriin. Man schiittelt nach 
dem Abkiihlen im Scheidetrichter mit Chloroform und Wasser aus. Schon 
beim Waschen mit Wasser wird die urspriinglich griine Loésung blau. 
Durch Umschiitteln mit n-NaOH wird der Farbumschlag vervollstindigt 
und nicht umgesetztes Ausgangsmaterial herausgenommen. Die nochmals 
gewaschene Chloroformlésung wird nun durch Filtrieren getrocknet und 
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eingeengt. Zum Schlusse wird das Chloroform durch Methanol verdringt 
und die Methanollésung weiter auf etwa 10—15 ccm eingeengt. Beim Ab- 
kiihlen krystallisiert der Glaukobilin-dimethylester-IX,« in langen, regel- 
miBig ausgebildeten linealférmigen Prismen aus, deren Farbe mit wachsender 
Dicke von Blau in Violett iibergeht. Sie besitzen violetten Oberflichen- 
glanz. Vgl. Krystallbild Fig. 6 Taf. I. 

Die krystallographische Untersuchung durch Herrn Prof. Dr. H. Stein- 
metz ergab: ,,Prismatische Krystalle mit einer breiter ausgebildeten Auf- 
lagerungsfliche. Die Umgrenzung dieser Fliche weist zwischen der lingeren 
und kiirzeren Kante einen Winkel von 82—86° auf, d.h. die kurze Kante 
ist nicht sehr scharf ausgebildet. 

Auffallend ist der starke Dichroismus. In der Fig. 1 bedeutet der 
vertikale Pfeil die Schwingungsrichtung des angewandten polarisierten 
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Lichtes. Dann erscheinen die Krystalle in der gezeichneten Orientierung 
unter 30—35° je nach der Dicke farblos bis violett, in der dazu senkrechten 
Stellung blau bis schwarz. 

Zwischen gekreuzten Nikols ist keine Dunkelstellung zu erreichen. 
Die diinneren Krystalle zeigen in den oben angegebenen Orientierungen 
gelbe und graublaue Farben, die durch eine kontinuierliche Reihe von 
Farben: Graublau—Blau-Rétlichviolett-Gelb ineinander tibergehen. Wegen 
der Kleinheit der Krystalle, héchstens 0,25 zu 0,025 mm, ist ein deutliches 
Achsenbild nicht zu erhalten; es scheint aber, da eine der optischen 
Achsen annihernd senkrecht aus der obenerwiihnten breiteren Fliche aus- 
tritt, was im Verein mit starker Dispersion der Achsenebene und des 
Achsenwinkels die normale Ausléschung verhindert. 

Die Krystallsymmetrie diirfte héchstens monoklin sein. 

Das synthetische und das analytische Priparat verhalten sich voll- 
kommen gleichartig, so daB an ihrer Identitit kein Zweifel bestehen diirfte.“ 

Zur Analyse wurde aus Methanol umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt 
stieg nach mehrmaligem Umkrystallisieren auf 226—228° (unkorr.) = 232—234° 
(korr.). Die Substanz ist in Chloroform sehr leicht léslich, in Benzol etwas 
schwerer; in Methanol ist die Léslichkeit eine mittelschwere. Der Misch- 
schmelzpunkt mit analytischem Material (Schmelzp. 225° unkorr.) lag bei 
225,59 (unkorr.) = 281,5° (korr.,) zeigte also keine Depression. 


4,607 mg Subst. (bei 60°i. V. getr.): 11,520 mg CO,, 2,840 mg H,O. — 
3,425, 3,784 mg Subst.: 0,274 (22°, 725mm), 0,313 (22°, 721 mm) ccm N. — 
5,005 mg Subst.: 3,505 mg AgJ. 

Cy5H2O,N, (614,4) 
Ber. C 68,36 H6,90 WN 9,11 20CH, 10,09 
Gef. ,, 68,20 ,, 6,90  ,, 8,83, 9,08 «9425. 
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Die Extinktionskurve des Glaukobilindimethylesters-IX,« wurde in 
Benzollésung gemessen. 
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Glaukobilin-IX,«; analytisch. Lange, diinne, rosettenartig ver- 
wachsene Nadeln, griin durchscheinend. Die Liésung in Chloroform oder 
Methanol ist rein blau und besitzt ein verwaschenes Absorptionsband im 
Rot zwischen 685 und 650 my und ein sehr schwaches zwischen 580 und 
560 mu. Das Glaukobilin in Chloroform gelést und mit HCl geschiittelt, 
gibt eine griine Chloroformlésung, die im Rot eine starke Absorption bis 
580 mu und eine starke Aufhellung im Griin zeigt. 

Bei der Schmelzprobe tritt bei 210—220° Sinterung, bei 309° (unkorr.) 
= 818° (korr.) Schmelze unter Zersetzung ein. 


Glaukobilin-IX,a; synthetisch. 100mg Formyl-neoxanthobilirubin- 
siure und 90 mg Iso-neoxanthobilirubinsiure werden in 50 ccm Methanol 
mit 10—15 ccm 2n-HCl unter RiickfluB 20 Minuten auf dem siedenden 
Wasserbad erwirmt. Die dunkelgriine Lésung wird in Chloroform gegossen 
und mit viel Wasser durchgeschiittelt. Dann wird zur Neutralisation 
eventuell yvorhandenen Hydrochlorids mit verdiinnter Ammoniaklésung durch- 
geschiittelt. Glaukobilin, das sich dabei in Ammoniak geliést hat, wird 
durch Neutralisation mit verdiinnter Essigsiure wieder in Chloroform ge- 
trieben. Die vereinigten Chloroformausziige werden gut gewaschen und 
durch Filtrieren getrocknet. Die Chloroformlésung wird eingeengt und das 
Chloroform schlieBlich durch Methanol verdringt. Aus der stark ein- 
gedampften Methanollésung krystallisiert das Glaukobilin-[X,« bei guter 
Kiihlung aus. Es wird durch Umkrystallisation aus Methanol gereinigt. 
Es krystallisiert aus Methanol in langen, feinen, griin durchscheinenden 
Nadeln, die sich leicht in Alkoholen und Chloroform lésen. Beim Erhitzen 
im Réhrchen tritt bei 220° Sinterung, bei 307° (unkorr.) = 316,3° (korr.) 
Schmelze unter Zers. ein. Der Mischschmelzpunkt mit analytischem 
Material [Schmelzp. 318° (korr.)] liegt bei 316° korr., zeigt also keine Depression. 


4,235 mg Subst.: (bei 30° i. V. getr.): 10,417 mg CO,, 2,478 mg H,O. — 
3,317 mg Subst.: 0,289 eem N (24°, 722 mm). 


C,3;H,,0,N, (586,3) Ber. C 67,55 H 6,58 N 9,55 
Gef. ,, 67,04 » 8,55 » 9,51. 
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Ferrobilin-IX,«; analytisch. Abweichend von der friiheren Methode 
wird das Ferrobilin durch Lésen in reinstem Aceton, Versetzen mit Eis- 
essig und Einengen der Lisung auf dem Sandbad und Erkaltenlassen um- 
krystallisiert. Vor dem Erkalten ist es zweckmiBig, kurz trocknen Chlor- 
wasserstoff einzuleiten. : 

Das Ferrobilin krystallisiert sehr schnell aus, und zwar in haarformig 
diinnen Krystallen mit paralleler Ausléschung. Sie sind hiufig zu Rosetten 
yerwachsen. Die Lésungen, z. B. in Aceton sind griin. In Eisessig ist die 
Substanz schwerléslich, in Chloroform unléslich; Schmelzp. 258° (unkorr.) 
= 265° (korr.). 


4,355 mg Subst. (bei 40° i. V. getr.): 7,967 mg CO,, 2,065 mg H,O, 
0,447 mg Fe,O,. 
C,3H,,0,N,FeCl, (784,98) Ber. C 50,45 H5,01 Fe 7,11 
Gef. , 49,89 ,, 5,81 ,, 7,18. 


Ferrobilin-IX, «; synthetisch. Je 0,1 g Formyl-neoxanthobilirubin- 
siiure und Iso-neoxanthobilirubinsiure werden in 30 cem Eisessig gelést, mit 
5eem 2n-HCl versetzt und 1Stunde auf dem Wasserbad erwirmt. Nach 
'/, Stunde wird die Lésung von 0,1 g FeCl, in 5cem Eisessig zugesetzt. Dann 
wird kurz HCl eingeleitet und schlieBlich auf dem Sandbad der Eisessig auf 
kleines Volumen abgedampft. Nach einigem Stehen tritt in der Kite 
Krystallisation ein. Umkrystallisiert wird durch Lésen in Aceton, Versetzen 
mit Eisessig und Einengen auf dem Sandbad oder durch Extraktion mit 
Eisessig aus der Hiilse. Das Ferrobilin-[X,e krystallisiert in beiden Fallen 
in diinnen, gekriimmten und zu Biischeln vereinigten Nadeln mit paralleler 
Ausléschung. Es ist leicht léslich in Aceton und Alkoholen, schwer léslich 
in Eisessig, unléslich in Chloroform. Nach der Extraktion mit Eisessig 
liegt der Schmelzpunkt des Ferrobilins-IX,« bei 258° (unkorr.) = 265° (korr.). 
Im Mischschmelzpunkt mit analytischem Material tritt keine Depression ein. 
Durch Umkrystallisation aus Aceton-Eisessig konnte der Schmelzpunkt bis 
auf 263° (unkorr.) = 270° (korr.) gesteigert werden. 


4,450 mg Subst. (bei 30° i. V. getr.): 8,145 mg CO,, 1,945 mg H,O, 
0,465 mg Fe,O,. — 3,100 mg Subst.: 0,199 cem N (22°, 725mm). — 4,000 mg 
Subst.: 2,940 mg AgCl. 

C,,H,,0.N,FeCl, (784,98) Ber. C 50,45 H 5,01 N 7,13 Fe 7,11 Cl 18,07 
Gef. ,, 49,92 ,, 4,89 ,, 7,08 ,, 7,81 ,, 1818. 


Ferrobilin-dimethylester-IX,«; analytisch. Aus Methanol + HCl 
umkrystallisiert, rhombische prismatische Stibchen mit violettem Ober- 
flichenglanz. Sie zeigen parallele Ausléschung. Schmelzp. 257° (unkorr.) 
= 264° (korr.). 

4,955 mg Subst. (bei 30° i. V. getr.): 9,345 mg CO,, 2,330 mg H,O, 
0,490 mg Fe,O,. — 4,362 mg Subst.: 0,278 eem N (21°, 722 mm). — 4,750 mg 
Subst.: 8,385 mg AgCl. 

C,;H,,0,N,FeCl, (813,02) Ber. C 51,66 H 5,33 N 6,88 Fe 6,87 Cl 17,45 
Gef. ,, 51,44 ,, 5,26 ,, 7,02 ,, 6,91 ,, 17,63. 


Ferrobilin - dimethylester -IX,«; synthetisch. Die Darstellung 
geschieht durch Veresterung von synthetischem Ferrobilin-[X,a mit 
CH,OH—HCI. Aus Methanol krystallisiert der Ester in diinnen prisma- 
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tischen Stiibchen (wahrscheinlich rhombisch) mit paralleler Ausléschung, 
Die Krystalle haben den charakteristischen violetten kupfrigen Oberflachen- 
glanz; sie schmelzen (zerrieben) bei 256—257° (unkorr.) = 263—264° (korr.), in 
Mischung mit analytischem Material (Schmelzp. 257° unkorr.) bei 256° (unkorr.), 
zeigen also keine Depression. 


4,910 mg Subst. (bei 30° i. V. getr.): 9,355 mg CO,, 2,325 mg H,0O, 
0,485 mg Fe,O,. — 4,206 mg Subst.: 0,259 ccm N (22°, 722 mm). — 4,825 mg 
Subst.: 3,445 mg AgCl. 

C,,H,,0,N,FeCl, (813,02) Ber. C 51,66 H 5,33 N 6,88 Fe 6,87 Cl 17,45 
Gef. ,, 51,96 ,, 5,30 ,, 6,76 , 6,91 , 17,66, 


Iso-glaukobilin-dimethylester-IX,« (IX). Die Darstellung wird ent- 
sprechend der des Glaukobilin-dimethylesters-IX,o (S. 26) vorgenommen, 
nur ausgehend von Formy]-iso-neoxanthobilirubinsiure und Neoxanthobili- 
rubinsiure. Die Ausbeute betrigt 60°/, d. Th. 

Die Krystalle gleichen in allen Eigenschaften denen des Glaukobilin- 
dimethylesters-IX,«, der Schmelzpunkt liegt bei 226° (unkorr.) = 232° (korr.), 
Mit Glaukobilin-dimethylester-IX,qa tritt im Mischschmelzpunkt keine De- 
pression ein, auch nicht in einer Mischkrystallisation. 


4,515 mg Subst. (bei 35°i. V. getr.): 11,290 mg CO,, 2,730 mg H,O. — 
3,399 mg Subst.: 0,284cem N (22°, 721 mm). 


C,,H,,0.N, (614,4) Ber. C 68,36 H690 N 9,11 
Gef. ,, 68,20 55 6,77 » 9,17. 


Glaukobilin-dimethylester-XIII,« (VI). 0,08 g Formyl]-neoxantho- 
bilirubinsiure werden mit 0,07 g Neoxanthobilirubinsiure in 10 ccm Methanol 
aufgeschlimmt, mit 5cem 48°/,iger Bromwasserstoffsiure versetzt und auf 
dem Wasserbad 30 Minuten zum Sieden erhitzt. Die Aufarbeitung ge- 
schieht wie bei Glaukobilin-dimethylester-[X,« mittels Chloroform. Wie 
dort wird nach dem Einengen der Chloroformlésung das Chloroform durch 
Methanol verdringt. Es setzt dann schnell Krystallisation ein, da der 
Glaukobilin-dimethylester-XIII,a wesentlich schwerer léslich ist als der 
Glaukobilin-dimethylester-[X,«. Das Umkrystallisieren wird deshalb mit 
viel Methanol vorgenommen. 

Die krystallographische Untersuchung durch Herrn Prof. Dr. Stein- 
metz ergab: ,,Die Krystalle sind denen des unsymmetrischen Glaukobilin- 
dimethylesters-[X,o jedenfalls sehr tihnlich. Sie sind ebenfalls prismatisch 
ausgebildet, unterscheiden sich aber von jenen dadurch, da8 in der Prismen- 
zone eine gréBere Anzahl von Flichen vorhanden ist, unter denen nicht 
eine so konstante breitere Ausbildung eines Flichenpaares vorherrscht. 
Wenn Endflichen vorhanden sind, so schneiden sie die Prismen unter einem 
Winkel von etwa 68° (statt 82°) ab. Es kommen im iibrigen mehrere End- 
flichen vor, deren Orientierung mangels einer niheren Kenntnis der Prismen- 
zone nicht anzugeben ist. Goniometrische Messungen sind wegen der Klein- 
heit der Krystalle nicht auszufiihren. Die optischen Verhiltnisse sind denen 
des unsymmetrischen Priparates offenbar sehr dihnlich, vor allem ist auch 
hier keine Ausléschung zu bekommen, sondern es finden unter gekreuzten 
Nikols auch kontinuierliche Farbeniibergiinge statct. Die Mehrzahl der Kry- 
stalle ist so dick, daB sie einfach schwarz erscheinen. Die analogen 
optischen Verhiltnisse scheinen also in erster Linie von dem Atom- 
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geriist der Substanz bedingt zu sein, wihrend die symmetrische oder un- 
symmetrische Anordnung der Substituenten von untergeordneter Bedeutung 
ist. Auch diese Krystalle sind héchstens monoklin. 

Es ist bedauerlich, da8 keine groBen, vollkommen meBbaren Krystalle 
yorliegen, da eine genaue optisch-krystallographische Untersuchung bei diesen 
beiden Isomeren von groBem Interesse wire.“ Krystallbild Fig. 7 Taf. I. 
Der Glaukobilin-dimethylester-XIII,a schmilzt bei 239—240° (unkorr.) = 246 
bis 247° (korr.). In der Mischprobe mit Glaukobilin-dimethylester-[X,« tritt 
nur eine geringe Depression von etwa 1° ein. 


4,625 mg Subst. (bei 30° i. V. getr.): 11,560 mg CO,, 2,840 mg H,O. — 
3,604mg Subst.: 0,304ccm N (22°, 723 mm). — 4,520 mg Subst.: 3,225 mg AgJ. 
C,HjO.N, (6144) Ber. C 68,36 H 6,90 N 9,11 2 OCH, 10,09 

Gef. ,, 68,17 ,, 6,87 ,, 9,28 . 9,42. 

Ferrobilin-XIII,«. 100 mg Mesobilirubin-XIII, werden in 30 cem Eis- 
essig gelést. Nach Zusatz von 100 mg FeCl, wird die Lésung auf dem 
Sandbad eingeengt. Vor dem Abkiihlen wird kurz trockne Chlorwasser- 
stoffsiiure eingeleitet. Dann setzt schnell Krystallisation ein. Aus Aceton— 
Kisessig umkrystallisiert, erhilt man lange, griine, schief abgeschnittene 
Nadeln mit violettem Oberflichenglanz und dem Schmelzp. 268° (unkorr.) 
= 275° (korr.). 


8,097 mg Subst. (bei 30° i. V. getr.) 0,186 cem N (23°, 726 mm). — 
3,675 mg Subst: 2,580 mg AgCl. 
C,;H,,0,N,FeCl, (784,98) Ber. N 7,13 Cl 18,07 
Gef. ,, 6,61 yy) 17,87. 


Dasselbe Ferrobilin-XIII,« entsteht auch bei der Oxydation von Meso- 
bilirubin-dimethylither-XIII,a mittels FeCl, in Eisessig. 


Ferrobilin-dimethylester-XIII, «. Darstellung durch Veresterung von 
Ferrobilin-XIII,« mit CH,OH—HCl. Umkrystallisiert wird mit Methanol 
unter Zusatz von HCl. Im Gegensatz zum Ferrobilin-dimethylester-IX, « 
ist der Ferrobilin-dimethylester-XIII,« in Methanol schwer und nur in der 
Hitze léslich. Er krystallisiert aus Methanol in langen, griin durch- 
scheinenden, gerade abgeschnittenen Nadeln, mit priichtigem violettem Ober- 
flichenglanz. Schmelzp. 275° (unkorr.) = 282,5° (korr.). ‘'rotz dieses gegen- 
tiber dem Ferrobilin-dimethylester-[X,a héheren Schmelzpunktes tritt in 
Mischung mit diesem keine Depression ein (Mischschmelzp. 264° korr.). 


3,965 mg Subst. (bei 40° i. V. getr.): 7,520 mg CO,, 1,885 mg H,0O, 
0,405 mg Fe,O;. — 4,020 mg Subst.: 2,855 mg AgCl. 


C,,H,,0,N,FeCl, (813,02) Ber. C 51,66 H 5,33 Fe 6,87 Cl 17,45 
Gef. ,, 51,78 ,, 5,82 , 7,14 ,, 11,57. 


Glaukobilin-dimethylester-ITI,« (VII). 100 mg Iso-neoxanthobili- 
rubinsiiure werden mit 5 ccm Ameisensiure (96°/,ig) aufgeschlimmt und 
nach Zugabe von 10 cem Essigsiiureanhydrid erst kurz iiber freier Flamme, 
dann 10 Minuten auf dem siedenden Wasserbad erwirmt. Dann wird in 
Chloroform-Wasser eingetragen und eine Stunde stehen gelassen. SchlieB- 
lich wird gut mit Chloroform ausgeschiittelt. Die Chloroformlésung wird 
gewaschen, durch Filtrieren getrocknet, eingeengt und zuletzt durch Methanol 
ersetzt. Hierbei fillt nicht umgesetzte Iso-neoxanthobilirubinsiure aus und 
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i 
kann abfiltriert werden. Dann wird mit HCl verestert, nochmals in Chloro- 
form eingetragen, mit Natronlauge durchgeschiittelt, mit Wasser gewaschen, un 
eingeengt und zum Schlusse das Chloroform wieder durch Methanol verdringt. § 
| Aus der Methanollésung krystallisiert der Glaukobilin-dimethylester. B  ;ut 
III,o in rhombischen Prismen aus, die mehr Blittchen- als Nadelform zeigen. Tr 
Krystallbild Fig. 8 Taf. I. Der Ester ist in Methanol leicht léslich. Die J ein 
krystallographische Untersuchung durch Herrn Prof. Dr. Steinmetz ergab: — Ch 
»,Die Krystalle sind denen des unsymmetrischen Glaukobilin-dimethylesters- unt 
IX, sehr ihnlich, nur betriigt der Kantenwinkel 79°. Wenn in Fig. 4 der J ein 
vertikale Pfeil die Schwingungsrichtung des polarisierten Lichtes bedeutet, sch 
dann erscheinen die Krystalle in der gezeichneten Orientierung unter 0O—5’ & 
farblos, in der dazu senkrechten Richtung blau. Zwischen gekreuzten 
Nikols ist keine Dunkelstellung zu erreichen.“ 
: { 
| bla 
| 48 
i” 3 oP a 
OSM 
Fig. 4. ace 


Auch hier setzt bei Drehung der Farbwechsel von Violett-Blau-Griin- §& 
Gelb-Violett ein wie bei den anderen Estern, nur mit dem Unterschied, & 58( 
daB die Winkel, unter denen die Farben rein erscheinen, mehr denen bei B 
Ester XIII,a gleichen, als denen bei Ester [X,«. 


rst Monnens eater - se 


Der Schmelzpunkt des Glaukobilin-dimethylesters-III,« liegt bei -_ 
232°(unkorr.) = 238,5(korr.). Im Mischschmelzpunkt mit Glaukobilin-dimethy]. " 
ester-I1X,« (Schmelzp. 231° korr.) tritt nur eine undeutliche Depression yon 16s! 
etwa 2° ein, mit Glaukobilin-dimethylester-XIII,« (Schmelzp. 246° korr.) 
eine solche auf 225° korr., also um 13°. Dieser Befund spricht deutlich J sat 
fiir die Mittelstellung, die der Ester IX,« zwischen den Estern III,o und B Me 
XIII,« einnimmt. / vor 

4,157 mg Subst. (bei 30° i. V. getr.): 10,418 mg CO,, 2,570mg H,O.— — 20 
3,262 mg Subst.: 0,287 eem N (25°, 722 mm). — 4,485 mg Subst.: 3,365mg AgJ. —B for 


C,5H,,0,N, (614,4) Ber. C 68,36 H6,90 N9,11 2 0CH, 10,09 
Gef. ,, 68,32 ,, 6,92 ,, 9,57 " 9,91. 


Glaukobilin -dimethylester -monomethylather-IX,« = 1’-Oxy-8- 
methoxy - 1,3,6,7 - tetramethyl - 2,8 -diathyl - bilin -4,5-dipropionsaure. 
Darstellung durch Erhitzen der Aufschlimmung fquivalenter Mengen yon — Sp 
Formy]-neoxanthobilirubinsiiure und Iso-neoxanthobilirubinsiure -methy]- 
iither in Eisessig mit Essigsiureanhydrid wihrend 5 Minuten auf dem 
Sandbad und 80 Minuten auf dem siedenden Wasserbad. Die Aufarbeitung 
geschieht wie tiblich mit Chloroform. Das Reaktionsprodukt konnte jedoch poe 
nicht zur Krystallisation gebracht werden. 

Die griine Chloroformlésung zeigt im Spektrum eine starke Beschattung 
im Rot bis etwa 650 mu und eine intensive Aufhellung im Griin. Sie ist 
spektroskopisch der griinen Chloroformlésung des Glaukobilin-hydrochlorids 
sehr ihnlich. 









Synthese des Glaukobilins, sowie iiber Urobilin und Mesobiliviolin. 33 





Bei Veresterung mit CH,OH—HCI trat Verseifung des Atherrestes ein, 
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en. und es entstand Glaukobilin-dimethylester-IX,« (Schmelzp. 232° korr.) 

gt. Mesobiliviolin (XIV). Aquivalente Mengen Formy]-neoxanthobili- 
‘er- — rubinsiure und Iso-neobilirubinsiure werden in Methanol mit einigen 
en. @ Tropfen 48°/,iger HBr kurz auf dem Wasserbad erwirmt. Es-tritt dabei 
Die § cine intensive Violettfirbung ein. Dann wird das Reaktionsgemisch in 
ab: — Chloroform gegeben, die Chloroformlésung mit Alkalilésung durchgeschiittelt 
rs- @ und gut mit Wasser gewaschen. Die Chloroformlésung ist rein violett; 
der einige Tropfen in alkoholische Zinkacetatlésung eingetragen erzeugen eine 
tet, schéne rote Fluorescenz. 

~5 0 


Spektrum der neutralen Chloroformlésung: 
I. 604...593,6—554...535; End-Abs. 405,3. 


e—_— 
575,3 
Beim Durchschiitteln mit 2n-HCl wird die Chloroformlésung rein i 
blau und zeigt das Spektrum: 
I. 631... 621—594; II. (sehr schwach) 572—547; End-Abs. 410. 
ee et ee 


ee 


607 560 
Die rotfluorescierende, in der Durchsicht hellblaue alkoholische Zink- 
acetatlésung hat das Spektrum: 


Vorbeschattung im Rot bis 657; I. 639—621,5; II. (sehr schwach) 
ee 


ee eee 





BOTA EL octet: 





“ 630,6 
“) §  580—566; End-Abs. 400. 
- (Die Breite der Banden schwankt stark mit der Konzentration der 
50 Lésung.) : 
I. Das Mesobiliviolin ist leicht léslich in Chloroform und Benzol, schwer | 
7 loslich in Ather. | 
T.) Mesobilirhodin (XV). Die Darstellung geschieht durch Konden- | 
ch | gation von Formyl-neobilirubinsiure mit Iso-neoxanthobilirubinsiure in 
nil Methanol mit 48°/,iger HBr. Da die Kondensation wesentlich schwerer 
' vor sich geht als bei Mesobiliviolin, muB linger erhitzt werden. Zuletzt ) 
— —  nimmt das Reaktionsgemisch eine rote Farbe an. Dann wird iiber Chloro- 
J. —& form wie oben aufgearbeitet. Die Chloroformlésung ist neutral rein rot. 
9 - Spektrum der neutralen Chloroformlésung: | 
1g I. 592...590—558; Beschattung im Violett ab 486 mu. ; 
—_S_ i 
} 574,8 
e. Beim Durchschitteln mit 2n-HCl wird die Chloroformlésung violett. 
on Spektrum der salzsauren Chloroformlésung: 
- Vorbeschattung im Rot; I. 627... 622,6—589,3; II. (sehr schwach) iF 
“ 605 | 
‘5 MB =©573—541; II. 518—476...446,7; End-Abs. 418. | 
oh ——__ nes ; j 
557 496,6 i } 
1g Die griin-briunlich fluorescierende Zinkacetatlésung hat das Spektrum: i 
13 I. (sehr schwach) 633—624; II. 519—501; End-Abs. 396. i 
~ B10 
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Trennung des analytisch dargestellten ,,.Mesobiliviolins“ in Meso- 
biliviolin und Mesobilirhodin. Das aus Mesobilirubinogen durch Oxydation 
mit FeCl, erhaltene ,,Mesobiliviolin“ wird in Chloroform gebracht. Die 
Chloroformlésung wird dann stark eingeengt, mit der gleichen Menge Ather 
versetzt und der chromatographischen Analyse unterworfen. Nach der 
Adsorption der Chloroform-Atherlésung an Talkum wird das Chromato- 
gramm mit einer Lésung von 2 Teilen Chloroform und 1 Teil Ather ent- 
wickelt. Es bilden sich zwei scharf abgegrenzte Zonen, eine obere hell- 
rote und eine untere violette. Getrennt, liefert die obere Zone eine rote 
Chloroformlésung, deren Spektrum sich mit dem des synthetischen Meso- 
bilirhodins véllig deckt. Die untere Schicht gibt eine violette Chloroform- 
lésung, die spektroskopisch mit dem synthetischen Mesobiliviolin vollkommen 
identisch ist. Auch die Spektren der salzsauren Chloroformlésungen wie 
der alkoholischen Zinkacetatlésungen sind mit denen des Mesobilirhodins 
und Mesobiliviolins in der Projektion tibereinander véllig gleich. In Ana- 
logie zur schwereren synthetischen Bildung des Mesobilirhodins steht auch 
das geringere Vorkommen im analytischen ,,Mesobiliviolin“. Hier steht 
mengenmifig das Mesobiliviolin zum Mesobilirhodin ungefihr im Verhiiltnis 
3:1. Die Entstehung des Mesobilirhodins ist also synthetisch wie analy- 
tisch weniger beginstigt. 




















Die Phosphatasebestimmung in kleinen Serummengen. 


Von 


Ernst Miller. 
Mit 1 Figur im Text. 
(Aus der Kieler Universitats-Kinderklinik.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. September 1935.) 


Seitdem sich in der Rachitisdiagnostik die Bestimmung des 
Serumphosphatasetiters als besseres Mittel zur Diagnose der floriden 
Rachitis bewies, als Phosphor und Calciumbestimmung in Serum, 
war es unser Bestreben, die Bestimmung der Phosphatase in 
kleinsten auch beim Saugling zur Verfiigung stehenden Blutmengen 
durchzufiihren. Wir haben zu diesem Zwecke eine Methode aus- 
gearbeitet, die die Phosphatasebestimmung auch in kleinsten 


Serummengen méglich macht. 

Da die in der Originalmethode der Phosphorbestimmung von 
Fiske und Subbarow als Reduktionsmittel angewandte Amino- 
naphtholsulfosiure, die friiher in Form ihres Natriumsalzes als 
Kikonogen leicht zuginglich war, heute in Deutschland nicht 
mehr kiuflich zu haben ist, haben wir andere phenolische Reduk- 
tionsmittel erneut auf ihre Brauchbarkeit fiir die Phosphor- 
bestimmung gepriift. Hierbei erwies sich das 2,4-Diamidophenol- 
chlorhydrat, das als Amidol (Agfa) kauflich ist, als ausgezeichnet 
brauchbar. Gegeniiber dem von amerikanischer Seite empfohlenen 
Metol (p-Methylamino-phenolsulfat) zeigt es den Vorteil vdllig 
fehlender Hemmung durch Trichloressigsiure und auferordentlich 
schneller maximaler Blauentwicklung, die iiber langere Zeit konstant 
bleibt. Es ist deshalb, wie folgende Tabelle zeigt, dem Amidol 
niichst der Aminonaphtholsulfosiure unbedingt der Vorzug zu 
ceben, wenn sich auch mit dem Metol unter Einhaltung genauer 
Arbeitsvorschriften einwandfreie Resultate erzielen lassen’). 





'!) Vgl. E. Miller, Die Bestimmung der anorganischen Phosphate in 
kleinsten Serummengen. Z. Kinderheilk. 57, 248 (1935). 
g* 
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2,5 ccm Ammoniummolybdat (2,5°/,ige Loésung in 3 n-Schwefelsiure), 2 ccm 
0,5°/,iger Amidol- bzw. 1°/,iger Metollésung in 5°/,iger Natriumsulfitlésung 
unter Zusatz von 5ccem 10°/,iger Trichloressigsiure durchgefiihrt. 



































Ablesung Gehalt an P in mg 
nach . aman —— 
Minuten 005 | 0,06 | 007 | 0,08 | 0,09 | 0,10 
Amidol. 
D 41,0 35,5 | 30,5 26,5 46,5 41,0 
10 41,0 35,5 | 80,0 26,5 46,5 41,5 
15 41,0 35,5 | 30,0 26,0 | 46,5 41,0 | po 
20 41,0 35,0 | 30,0 26,5 | 46,0 41,0 
25 41,0 35,5 | 35,5 26,5 46,0 41,0 
380 =| 41,0 | 35,5 | 30,0 | 26,5 | 46,0 | 41,0 
Schichtdicke — | ‘ | 
sgguncne 10 | 10 10 10 Dd D 
Metol. 
5 47,0 40,5 39,5 34,0 50,0 46,5 
10 48,5 39,0 34,2 30,0 49,0 44,5 
15 43,0 37,5 32,0 27,0 48,5 43,0 | 10 
20 43,5 37,5 32,0 27,0 48,5 43,0 y 
25 43,5 37,5 32,0 27,5 48,5 43,0 
80 «| 480 | 37,5 | 32,0 | 27,5 | 48,5 | 43,0 
Schichtdicke a | : | . 
in ohn 10 10 | 10 10 D D 








Folgende graphische Darstellungen, in denen die Werte von D fiir 
Amidol und Metol in logarithmisches Millimeterpapier eingetragen wurden, 
mégen an Hand der gradlinigen Funktion der entsprechenden Werte von /: 
die Giiltigkeit des Beerschen Gesetzes erliutern. 
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Im folgenden sei die Methode, wie sie sich bei uns bewihrt 
hat, kurz mitgeteilt. 







Die Bestimmungen wurden in 20 ccm-Kélbchen mit je 0,05—0,1 mg P, 
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Loésungen: 1. Na-§-Glycerophosphatstammlésung. 0,3 g Na-§-Glycero- 
phosphat (Dr. Fraenkel und Dr. Landau, Berlin-Oberschénweide) werden 
in 200 cem Aqua dest. gelést und einige Tropfen Chloroform hinzugefiigt. 
Die Stammlésung ist lingere Zeit im Eisschrank haltbar. 


2. Na-6-Glycerophosphatlésung. 10 cem der Stammlisung werden auf 
100 cem mit Aqua dest. aufgefiillt. Diese Lésung ist nur begrenzt haltbar. 
Aufbewahrung im Eisschrank. 


3. Veronallésung: 10,30 g diithylbarbitursaures Natrium werden im 
500 cem-MeBkolben gelést und mit CO,-freiem Wasser bis zur Marke auf- 
gefiillt. 10ccem dieser Lésung werden unter Verwendung von Methylrot 
als Indicator mit genau stimmender 0,1 n-HCl-Lésung titriert und der Titer- 
faktor der Veronallésung bestimmt. 6,62 ccm der Veronallésung (bzw. eine 
mit dem Titerfaktor umgerechnete Menge) werden aus Mikrobiiretten mit 
10 minus 6,62 ccm (bzw. dem umgerechneten Wert) 0,1 n-Salzsiure versetzt. 
Die Pufferlésung zeigt ein py von 7,80. Die Pufferlésung wird fiir jeden 
Versuch neu angesetzt. Linger stehende Veronallésungen sind éfter gegen 
0,1 n-Salzsiiure zu titrieren. 


4. 20°/,ige phosphorfreie Trichloressigsiure. 


5. Phosphorstandardlésung. Von reinstem primiren Kaliumphosphat 
(zu Enzymstudien nach Sérensen) werden 4,3866 g abgewogen, quantitativ 
in einen 1000 ccm MeBkolben iibergespiilt, gelést und nach Zugabe von 
10 ccm 10n-Schwefelsiure bis zur Marke verdiinnt. 1ccm dieser Lésung 
enthilt 1 mg P. Von dieser Stammlésung werden genau 10 ccm im Meb- 
kolben auf 1000 cem verdiinnt. Diese Lésung dient als Phosphorstandard- 
lésung, sie enthaélt in 1 ccm 0,01 mg P. 


6. 10n-Schwefelsiure. Zu 1300 cem Wasser werden vorsichtig 450 cem 
konzentrierte Schwefelsiure hinzugegeben, die Lésung gemischt und ab- 
cekiihlt. 


7. Die Molybdatlésung. 25 g des im Mérser pulverisierten Ammonium- 
molybdat werden in 200 ccm Wasser gelist, die Lisung in ein LitergefiB, 
das 300 ccm 10n-Schwefelsiure enthilt, iibergespiilt und bis zur Marke 
verdiinnt. 


8. Die Amidollésung. 0,5 g des kiuflichen Amidol (Agfa) (2,4-Di- 
amidophenolchlorhydrat) werden in 100 ccm 5°/,iger Natriumsulfitlésung 
gelést. Das Reduktionsmittel ist in brauner Flasche unter Luftabschlu8 
einige Zeit haltbar. 


Die Serumgewinnung. Es empfiehlt sich, in ein kleines etwa 5 ccm 
langes und 1cem breites spitzes Zentrifugenglas, dessen oberer Rand 
zweckmaBig paraffiniert wird, bei gréBeren Kindern aus der Fingerbeere, 
bei Saéuglingen aus einem kleinen Fersenstich Blut eintropfen zu lassen. 
Nach der Gerinnung des Blutes wird der Blutkuchen mit einem diinnen 
Glasfaden vom Rande gelést, das ganze Réhrchen in ein gro8es Zentrifugen- 
glas gestellt und scharf zentrifugiert. Das Serum darf weder himolytisch 
sein, noch Zellelemente enthalten. Kann der Versuch nicht sofort angesetzt 
werden, so empfiehlt es sich, das Serum nach der Gerinnung sofort ab- 
zutrennen und dieses im Eisschrank aufzubewahren. 
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Die Bestimmung: 0,5 cem Serum werden in ein Réhrchen, das mit 
9,5 ccm der Na-$-Glycerophosphatlésung beschickt ist, pipettiert, die Pipette 
durch 8 maliges Aufsaugen und Ausblasen durchgespiilt und das Ganze 
gut gemischt. 


Der Leerversuch: 4 ccm dieser Mischung werden in ein 
Zentrifugenglas pipettiert, 1 ccm 20°/,ige Trichloressigsiure hin- 
zugegeben, 10 Minuten stehen gelassen und zentrifugiert. 

Je 2ccm des klaren iiberstehenden Filtrates (= 0,08 ccm 
Serum) werden in ein 4 com MeBkoélbchen pipettiert, nacheinander 
genauestens 1 com (=0,01 mg P) der Phosphorstandardliésung, 0,5 ccm 
Ammoniummolybdat und 0,4 ccm Amidollésung hinzugegeben und 
mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Nach 10 Minuten wird in 
der 10 mm-Cuvette bei Filter S 72 im Stufenphotometer abgelesen. 


Der Versuch: Je 2 ccm der Na-/-Glycerophosphatmischung 
werden in ein Zentrifugenglas pipettiert, 1 com der Veronalpuffer- 
lésung hinzugegeben, gut verkorkt und 48 Stunden im Thermostaten 
bei 38° exponiert. Danach wird mit .2 ccm 20°/,iger Trichlor- 
essigsiure gefallt und nach 10 Minuten langem Stehen filtriert 
bzw. zentrifugiert. 


2 ccm des klaren Filtrates (= 0,04 ccm Serum) werden genau 
wie beim Leerversuch unter Zugabe von 1 ccm Standardphosphat- 
lésung, 0,5 com Ammoniummolybdat und 0,4 cem Amidollésung 
im 4 ccm-MeBkélbchen zur Phosphorbestimmung benutzt. Der 
Zusatz von 1 ccm Standardphosphatlésung ist bei alteren Kindern 
und Erwachsenen notwendig, bei Saiuglingen mit stark erhéhten 
Phosphatasewerten wird er sich oft eriibrigen. Der Extinktions- 
koeffizient wird mit 1 ccm Standardphosphatlésung im 4 ccm- 
MeBkélbchen in derselben Weise bestimmt. 


Die Berechnung erfolgt nach der fiir unseren Spezialfall giiltigen ein- 
fachen Formel: c, = K,: (K, + 100); [¢, = mg P in der unbekannten Lésung, 
k, = Extinktionskoeffizient der unbekannten Liésung, 4, = dem in 1 cem der 
Standardlésung (= 0,01 mg P) gefundenen Wert von ). 


Von dem gefundenen Phosphorwert ist der zugesetzte Wert 
von 0,01 mg P abzuziehen. Im Leerversuch, in dem mit 0,08 ccm 
Serum gearbeitet wird, ist dieser Wert mit 12,5, im Versuch, wo 
0,04 ccm Serum zur Verwendung kommen mit 25 zu multiplizieren, 
um die Werte fiir 1 ccm Serum zu erhalten. Alle Rechnungen 
sind logarithmisch leicht durchfiihrbar. 


Beispiel: Im Leerversuch wurde am Stufenphotometer abgelesen 
D = 32°/,, was einem Wert von k, = 0,495 entspricht. Der dazugehérige 
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Extinktionskoeffizient ergibt bei einer Ablesung von D = 43°/, einen Wert 
yon K, = 0,367. Es ergibt sich also: 
a st 

36,7 

Im Versuch wurde abgelesen D=16,5°/,, was einem Wert von 
k, = 0,783 entspricht. Der zugehérige Extinktionskoeffizient ergab bei einer 
Ablesung von D = 39°/, einen Wert von k = 0,409. Es ergibt sich also: 

ee = 0,01914 — 0,01 = 0,00914 +25 = 0,2285 mg P. 

Aus der Differenz beider Werte ergibt sich die unter unseren Be- 
dingungen von 1 cem Serum aus im Uberschu8 zugesetzter Na-8-Glycero- 
phosphatlésung abgespaltene Menge freier Phosphorsiure, die wir als 
relatives MaB fiir den Phosphatasetiter des Serums einsetzen. 


0,2285 
— 0,0435 


-0,18488 = Phosphatasewert in 1 cem Serum. 

Die Methode arbeitet trotz der verwandten kleinen Serum- 
mengen mit groBer Genauigkeit und eignet sich wegen der nur 
geringen notwendigen Blutmengen vor allen Dingen zu Reihen- 
untersuchungen. Das Arbeiten mit dem Stufenphotometer wurde 
als bekannt vorausgesetzt. 


- = 0,01349 — 0,01 = 0,00349- 12,5 = 0,04362 mg P im Leerwert. 
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Die Chemie der Tuberkelbazillen-Lipoide. 
XL. Uber das Vorkommen von Sterinen in Tuberkelbazillen *). 


Von 


R. J. Anderson, R. Schoenheimer**), J. A. Crowder und F. H. Stodola. 


(Aus dem Department of Chemistry, Yale University, New Haven und dem Department o/ 


Biological Chemistry, College of Physicians and Surgeons, Columbia University, New York 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. September 1935.) 

Schon in der ersten chemischen Untersuchung an Tuberkel- 
bazillen konnte Hammerschlag’) keine Sterine entdecken, und 
dieser Befund ist von einer ganzen Reihe spiterer Untersucher 
bestitigt worden. Vor etwa 20 Jahren berichtete Tamura’) iiber 
die Abwesenheit von Sterinen in Mycobacterium lacticola sowie 
in Tuberkel- und Diphtheriebazillen. Goris *%) analysierte eine 
gréBere Menge von Tuberkelbazillen und fand ebenfalls keine 
Sterme. Anderson und seine Mitarbeiter*) konnten auch in 
groBen Mengen von menschlichen Tuberkelbazillen keinerlei Sub- 
stanzen entdecken, die die Farbreaktionen von Sterinen gaben. 
Chargaff®) fand keine Sterine in ,,B.C.G.“, anderen siurefesten 
Bakterien und Diphtheriebazillen. In einer speziellen Sterinunter- 
suchung vermiBte auch v. Behring®) irgendwelche Sterine in 
B. coli und Diphtheriebazillen. 

Die Mitteilungen, die vor kurzem von Hecht’) in dieser 
Zeitschrift erschienen, widersprechen all diesen Beobachtungen. 
Hecht behauptet, daB Tuberkelbazillen, andere siurefeste Bazillen 
und auch B. coli Sterine enthalten. Sie wurden durch Digitonin- 
faillung und Farbreaktionen nachgewiesen, aber es wurden keinerlei 
quantitative Daten gegeben. In Anbetracht dieser Mitteilungen 
fanden wir es wiinschenswert, schon jetzt einige Resultate des 
letzten Jahres mitzuteilen, die im Gegensatz zu denen von Hecht 
vollig negativ waren. 

Wir hatten Gelegenheit, den Atherextrakt von fiinf ver- 
schiedenen T'uberkelbazillenstammen zu untersuchen; vier davon 
waren kiirzlich von menschlichen Fallen isoliert; und der andere 
war frisch yon dem alten humanen Stamm H 37 geziichtet. Die 

*) Die vorliegende Veréffentlichung ist ein Teil einer gréBeren Zu- 
sammenarbeit iiber Tuberkulose, die teilweise mit Mitteln des Research 


Committee of the National Tuberculosis Association ausgeftihrt wird, 
**) Unterstiitzt von der Josiah Macy Jr. Foundation. 
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uns zur Verfiigung stehenden Mengen betrugen zwischen 450 
und 700 g. 

Die Alkohol—Ather- und Chloroformextrakte wurden in Phos- 
phatide, acetonlésliches Fett und Wachs zerlegt. Keine dieser 
Fraktionen gab Sterinfarbreaktionen. Die partiell entfetteten 
Bakterienriickstande wurden mit siedendem Petrolither extrahiert, 
und es wurde nur eine Spur von wachsartiger Substanz gewonnen, 
die auch keine Spur von Digitonid lieferte. 

Ks ist bekannt, daB neutrale Liésungsmittel nur einen Teil 
der Lipoide aus siurefesten Bakterien ausziehen. Die gebundenen 
Lipoide werden erst gewonnen, wenn man die partiell ent- 
fetteten Bakterien mit Saure oder Alkali behandelt. In unseren 
Versuchen wurde ein Alkohol—Athergemisch mit 1°/, Salzsiure 
verwandt. Die damit gewonnenen Lipoide gaben keine Farbreak- 
tion, und nach der Verseifung lieferte auch das Unverseifbare 
keine Digitoninfallung. 

Die Bakterien wurden nach all diesen Extraktionen mit 
10°/, waBriger Kalilauge am RiickfluB gekocht, wobei sie in 
Lésung gingen. Die alkalische Lésung wurde mit Ather extrahiert, 
und der Ather nahm nur eine Spur Unverseifbares auf, das keine 
Farbreaktion gab. Die Atherextraktion nach Ansiuerung gab 
wenige Milligramm Lipoid mit ebenfalls negativer Sterinreaktion. 

Das Unverseifbare aus der acetonlislichen Fraktion gab eine 
Spur Digitoninfallung, die in Alkohol und Ather unléslich war. 
Dieser Niederschlag gab auch eine positive Liebermann- 
Burchard-Reaktion. 

Ebenso gab das chloroformlésliche Wachs eine Spur von 
Digitoninfallung. Nach Spaltung mit Pyridin und Ather’) wurde 
eine minimale Menge farbloser Krystalle gewonnen, die eine 
atypische Salkowski- und Liebermann-Burchard-Reaktion 
zeigte. Sie war nicht einheitlich und bestand aus feinen Nadeln 
und gréberen Plattchen. 

Die Menge der Digitonide war auBerordentlich gering. Im 
acetonléslichen Fett wurde eine Menge Sterin gefunden, die einem 
Teil in 624000 Teilen Trockenbakterien entsprach, und im Wachs 
wurde eine Menge gefunden, die einem Teil Sterin in 870000 Teilen 
lrockenbakterien entsprach. 


Versuche. 
Die Bakterien, die in dieser Untersuchungsreihe verwandt wurden, 
waren simtlich vom humanen Typus. Sie waren auf dem Long- 
schen synthetischen Nihrboden*®) 8 Wochen lang in den Mulford Biological 
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Laboratories, Sharp und Dohme, Glenolden, Pa. geziichtet worden. Nachdem 
die Bakterien abfiltriert und mit Wasser gewaschen waren, wurden sie unter 
Alkohol nach dem Sterling Chemistry Laboratory der Yale University 
gesandt. 

Extraktion der Bazillen*). Die Bazillen wurden bei Zimmertempe- 
ratur mit einer Alkohol-Athermischung und darauf mit Chloroform er. 
schépfend extrahiert gemiB der Methode von Anderson"™). 265 Kulturen 
des humanen Stammes H 37 ergaben: Aus dem Alkohol-Atherextrakt: 
4,5 g gereinigte Phosphatide, 53,5 g rohes acetonlésliches Fett und 19,3 g 
annihernd weiBes, festes Wachs. Aus dem Chloroformextrakt nach 
Verdampfung des Loésungsmittels: 27,5 g rohes Wachs von leicht gelb- 
licher Farbe. 

Jede Fraktion wurde in der unten niher beschriebenen Weise auf 
Sterine untersucht. Das Phosphatid ist vollig frei von Unverseifbarem und 
liefert nach Hydrolyse nur Fettsiiuren und in Wasser lésliche Substanzen"’), 
Das weiBe wachsartige Material aus dem Alkohol—Atherextrakt enthielt keinerlei 
Sterine. Das Unverseifbare dieser Fraktion ist ein héherer Alkohol. Diese 
Fraktion wird in einer anderen Mitteilung besprochen werden. 


Extraktion der partiell entfetteten Bakterien mit Petrolather. 
Der Riickstand der mit Alkohol-Ather und Chloroform partiell extrahierten 
Bakterien wurde nun erschépfend mit sorgfiltig gereinigtem Petrolither 
ausgezogen. Das Lésungsmittel wurde jedesmal dekantiert, durch ein 
Chamberlandfilter filtriert und zur Trockne gebracht. Es blieb nur eine 
kleine Menge wachsartiger Substanz zuriick (etwa 85 mg), woraus hervor- 
geht, daB bereits fast alle Lipoide von dem Alkohol-Ather und dem Chloro- 
form entfernt worden waren. 


Untersuchung der petrolatherloslichen Lipoide auf Sterine. Der 
Petrolitherextrakt wurde mit alkoholischer Kalilauge verseift und ergab 
63,5 mg Unverseifbares. Dieses wurde mit 3 Portionen heiBen Alkohols 
ausgezogen, in denen es nur unvollkommen in Lisung ging. Ein UberschuS 
von 1°/, iger Digitoninlésung in 80°/, Alkohol wurde zugegeben, wobei 
sofort eine weie amorphe Masse ausfiel. Nach 4 tigigem Stehen wurde 
der Niederschlag abzentrifugiert und mit 80°/, Alkohol gewaschen. Dieser 
Niederschlag war vollkommen idtherléslich, ein Zeichen, daB er kein Sterin- 
Digitonid enthielt, sondern aus dem Unverseifbaren selber bestand, das 
von dem 80°/, Alkohol der Digitoninlésung niedergeschlagen war. 


Extraktion der partiell entfetteten Bazillen mit saurem Alkohol- 

Athergemisch. 10 g der partiell entfetteten Bakterien vom Stamm H 37 
wurden 4 Stunden mit 150 ccm einer Mischung von gleichen Teilen Alkohol 

und Ather, die 1°/, Salzsiiure enthielt, am RiickfluB gekocht, wonach die 
Bakterien abfiltriert und mit Alkohol- Ather gewaschen wurden. Das Filtrat 
wurde fast zur Trockne eingedampft, Wasser wurde zugesetzt und mit Ather 
extrahiert. Die Atherlésung wurde mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat 
getrocknet, filtriert, und der Ather wurde abdestilliert. Der Riickstand war 
eine weiBe, w achsartige Masse, die 1,12 g wog. 





*) Die Experimente und Ergebnisse werden in einer spiiteren Mittei- 
lung eingehender beschrieben werden. In der vorliegenden Mitteilung fiihren 
wir kurz nur den Teil an, der sich mit der Sterinuntersuchung beschiftigt. 
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Vier andere Portionen kiirzlich isolierter Stéimme humaner Bazillen 
wurden wie oben beschrieben getrennt extrahiert, und je 10 g-Portionen 
des entfetteten Materials wurden mit saurem Alkohol- Ather am RiickfluB 
gekocht. Das gebundene Lipoid wurde wie beschrieben isoliert. Das auf 
diese Weise aus 50 g partiell entfetteter Bakterien gewonnene Gesamt- 


material wog 5 g. 


Untersuchung der gebundenen Lipoide auf Sterine. Die vereinigten 
Lipoide, die mit saurem Alkohol-Ather gewonnen worden waren, wurden 
mit alkoholischer Kalilauge verseift, und das Unverseifbare in derselben 
Weise wie die Petrolitherfraktion auf Sterine untersucht. Bei Digitonin- 
zugabe entstand ein weiBer amorpher Niederschlag. Dieser wurde nach 
6 tigigem Stehen abzentrifugiert und mit 80°/, Alkohol gewaschen. Er war 
vollstindig léslich in Ather. Nach Abdampfen des Athers gab der Nieder- 
schlag keine Liebermann-Burchard-Reaktion. Es enthalten also auch 
die gebundenen Lipoide der Tuberkelbazillen keine Sterine. 


Behandlung der entfetteten Bakterien mit Alkali. Um fest- 
zustellen, ob nicht doch irgendwelche sehr fest gebundene Sterine oder 
Sterinester vorhanden wiren, wurde der Bakterienriickstand nach all den 
beschriebenen Extraktionen in 5 Portionen von je 10 g mit 10°/, wabriger 
Kalilauge bis zur vollkommenen Lisung gekocht. Nach Abkiihlen wurde 
mit Ather extrahiert; das Unverseifbare der einzelnen Portionen wog un- 
gefihr 10mg. Die Liebermann-Burchard-Reaktion fehlte vollig. 

_ Die alkalische Lésung wurde nach dem Ansiiuern noch einmal mit 
Ather extrahiert. Nach Waschen mit Wasser und Trocknen mit Natrium- 
sulfat wurde der Ather abgedampft. Ein geringer Riickstand (weniger als 
50 mg von jedem Ansatz) wurde erhalten, der keine Sterinreaktionen gab. 


Untersuchung der acetonléslichen Fette auf Sterine. Die Fett- 
fraktion stammte von einem menschlichen Stamm A 12, der erst kiirzlich 
isoliert worden war. 292 Kulturen, die auf die beschriebene Weise ') 
extrahiert worden waren, lieferten 9,3 g Phosphatide, 50,1 g  aceton- 
losliches Fett, 53,0 g rohes Wachs und 585g trocknen Bakterienriick- 
stand. Die Gesamtbakterienmasse betrug daher 697,4 g. 

Das Unverseifbare, das in bekannter Weise aus 37,9 g acetonlés- 
lichem Fett gewonnen wurde, war eine dickfliissige stark gefiirbte Masse 
von 3,83 g. 1,15 g davon, entsprechend 208 g trockner Bakterien, 
wurden mit 30 ccm hei8em, absolutem Alkohol ausgezogen, und die Lisung 
vom unléslichen Anteil dekantiert. Die dunkelgefirbte, alkoholische Lésung 
wurde mit Tierkohle behandelt und mit 17 cem 0,5°/, iger Digitoninlésung 
versetzt. Die Loésung blieb einen Tag bei Zimmertemperatur klar, aber 
nach 6 tigigem Stehen im Kisschrank hatte sich ein geringer Niederschlag 
abgesetzt. Nach Filtration und Waschen mit Alkohol und Ather wog der 
trockne Niederschlag 1,2 mg. 

Der Niederschlag wurde in 3cem Chloroform aufgeschwemmt und 
3cem Essigsiureanhydrid und 3 Tropfen konzentrierte Schwefelsiure wurden 
zugegeben. Er léste sich bei Zugabe der Schwefelsiure, und innerhalb 
einer Minute zeigte sich die typisch griine Farbe. 

Die Menge des gewonnenen Digitonids entspricht ungefihr '/, mg Sterin. 
Es wurde daher zum Vergleich */, mg Cholesterin ebenso behandelt. Die 
Farbe war ungefihr 5 mal so stark wie die des Digitonids. Wiéhrend die 
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Anwesenheit einer digitoninfillbaren Substanz mit typischer Liebermann. 
Burchard-Reaktion im Unverseifbaren des acetonléslichen Fettes nicht 
in Frage gestellt werden kann, so ist die Menge doch ganz auBerordentlich 
gering. Sie ist in der GréBenordnung von einem Teil Sterin in 624000 Teilen 
Bazillen. 

Untersuchung des chloroformléslichen Wachses auf Sterine. Da; 
rohe, chloroformlésliche Wachs des menschlichen Stammes H 37 wurde 
folgendermaBen untersucht: 22,5 g, entsprechend 485 g trockner Bakterien, 
wurden 6 Stunden mit 300 ccm 5°/,iger alkoholischer Kalilauge gekocht. 
Der gréBte Teil des Wachses blieb ungelist. Nach 8tigigem Stehen wurde 
die iiberstehende alkoholische Lésung abgegossen und der Riickstand 2 mal 
mit warmem Alkohol ausgezogen. Die vereinigten Lésungen wurden im 
Vakuum eingeengt, mit Wasser versetzt und mit Ather extrahiert. Der 
Riickstand des Atherextraktes wurde mit 4 ccm heiBem, absolutem Alkohol 
erwirmt und mit einer Lésung von 6 ccm 1°/,igem Digitonin in 80°), Alkohol 
versetzt. Sofort bildete sich ein dicker Niederschlag. Das Gemisch wurde 
zum Sieden gebracht und soviel Wasser zugesetzt, daB die Gesamtkonzen- 
tration an Wasser 20°/, betrug. Nach 4 tigigem Stehen wurde zentrifugiert 
und 4 mal mit 60°/, Alkohol gewaschen. Als Ather zugesetzt wurde, léste 
sich sofort bei weitem der gréBte Teil auf. Der feine, aitherunlésliche An- 
teil wurde 3mal mit Ather, 1 mal mit 60°/, Alkohol and wieder 3 mal mit 
Ather gewaschen. Nach dem Trocknen wog er 2,1 mg, entsprechend etwa 
0,5 mg Sterin. 

Die Substanz wurde in 0,25 ecm Pyridin gelést und nach dem Zentri- 
fugieren der Lésung wurde sie mit 0,3 ccm Pyridin in ein 3 cem fassendes 
Zentrifugenglas iiberfiihrt. Es wurde geniigend Ather zugegeben, um alles 
Digitonin auszufillen. Nach Zentrifugieren wurde die tiberstehende Lésung 
in einen Mikroscheidetrichter iiberfiihrt, Ather und verdiinnte Schwefelsiiure 
wurden zugegeben und der Ather nach volistindigem Auswaschen des 
Pyridins abgedampft. Der farblose krystallinische Riickstand wurde mit 
Ather in ein 1 cem Zentrifugenglas iiberfiihrt, der Ather abgedampft, der 
Riickstand in einer kleinen Menge Alkohol gelist und mit einer Spur Wasser 
versetzt. Der fein krystallisierte Niederschlag, der sich bildete, war nicht 
homogen und bestand aus feinen Nadeln, gréberen Plittchen usw. als 
Zeichen, daB verschiedene Substanzen vorhanden waren. Das Gemisch 
senile: unscharf zwischen 100 und 120°, und die Liebermann-Burchard- 
Reaktion zeigte eine griinbraune Farbe, die von der des Cholesterins abwich. 
Die Salkowski-Reaktion gab eine rote Chloroformschicht und eine rétliche 
Firbung in der Schwefelsiure, aihnlich, wie sie mit dem sogenannten Oxy- 
cholesterin gewonnen wird. 

Wir kénnen der quantitativen Bestimmung keine sehr groBe Genauig- 
keit beimessen, die Untersuchung zeigt aber, daB eine minimale Menge 
sterinartiger Substanzen in dem chloroformlislichen Wachs vorhanden ist. 

Die Menge des gewonnenen Digitonids entspricht aber nur einem Teil 
Sterin in 870000 Teilen Bazillen. 


Zusammenfassung. 


Bei unserer Suche nach Sterinen in den Lipoidfraktionen 
aus Tuberkelbazillen haben wir nur minimale Spuren derartiger 
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Substanzen, und zwar im acetonléslichen Fett und in den rohen 
Wachsfraktionen, gefunden. Die Mengen waren so gering, daB 
wir nicht glauben, daraus schliefen zu diirfen, daB Sterine Stoff- 
wechselprodukte der Tuberkelbakterien sind. 

Derart geringe Spuren sterinartiger Substanzen, wie wir sie 
gefunden haben, kénnen sehr leicht Verunreinigungen, von der 
Aufarbeitung herrithrend, darstellen. Der synthetische Nahrboden 
nach Long, auf dem die Bakterien geziichtet waren, enthielt 
Asparagin und Glycerin, und es ist nicht ausgeschlossen, dab 
eines von ihnen oder sogar beide solche minimalen Spuren ent- 


hielten. Kine Verunreinigung mit Sterinen kénnte auch von den 


Kork- und Gummistopfen, von der Watte, vom Filtrierpapier oder 
yon den Hiinden bei der Beriihrung der Glassachen, des Filtrier- 
papiers usw. herrihren, Korken und Gummistopfen waren bei 
der Reinigung der Lésungsmittel (Alkohol, Ather, Aceton und 
Chloroform) und auch bei der Konzentrierung der groBen Extrakt- 
mengen verwandt worden. Die Flascher mit den Kulturen waren 
wihrend der Ziichtung mit Wattestopfen verschlossen; die 
Bakterienextrakte waren durch gewéhnliches Filtrierpapier ge- 
gossen worden. 

In Anbetracht dieser vielen Méglichkeiten der Verunreinigung 
mit natiirlichen Sterinen bei Bearbeitung so groBer Mengen von 
Kulturen und der Aufarbeitung so auBerordentlich groBer Extrakt- 
Volumina ist es erstaunlich, daf die Sterinverunreinigungen nicht 


eréBer gewesen sind. Zusammenfassend miissen wir uns im 


Gegensatz zu Hecht zu der Ansicht bekennen, dab der Tuberkel- 
hazillus keine Sterine enthalt. 
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Ein Vergleich zwischen Sitostanol und Stigmastanol. 
Von 
B. E. Bengtsson. 
(Aus der chem. Abteilung des Kgl. Pharm. Instituts, Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. September 1935.) 


DaB die Chemie des Sitosterins in den letzten Jahren nicht 
in ihnlichem MaBe wie z. B. die des Stigmasterins bearbeitet 
worden ist, diirfte vor allem darauf beruhen, daB man mit vollem 
Recht das Sitosterin als ein kaum trennbares Gemisch betrachtet. 
Indessen ist natiirlich vorkommendes Dihydrositosterin vom 
Schmelzp. 140—144° und [@],=+ 25°, aus so vielen und so 
verschiedenen Materialien gewonnen'), daB man annehmen darf, 
es ist gréBtenteils ein und derselbe Stoff, zumal bis jetzt keine 
Tatsachen dagegen sprechen. Wenn Sitosterin, das von y-Sitosterin 
befreit, oder Sitosterin aus Tallél, das anscheinend davon frei ist, 
katalytisch hydriert wird, so stimmt das so gewonnene Dihydro- 
sitosterin meist sehr gut mit dem natiirlichen iiberein. 

Vor einiger Zeit habe ich die Seitenkette des Sitosterins 
durch Chromsiureoxydation untersucht’). Die Ausbeute war jedoch 
schlecht und mit dem spirlichen Material konnte ich nur fest- 
stellen, daB die Seitenkette gréBer als die des Cholesterins ist. 
Was mir damals entgangen war, und worauf mich Herr Prof. Windaus 
freundlichst hinwies, hatte schon etwas friiher Nakamiya’) bei 
der Oxydation von Ergosterin vermutet, daB das Kernsystem von 
Cholesterin, Ergosterin und Sitosterin identisch sein kénnte, und 
daB diese Sterine sich nur durch Linge und Bau der Seitenkette 
unterscheiden. Er bemerkt dabei auch, da8 Resau (Inaugural- 
dissertation 1915) durch Chromsiureoxydation eines Sterins aus 
Riibél ein Keton mit 10 Kohlenstoffatomen erhalten hat. 

Die Vermutung, daB das Kernsystem der wichtigsten natiir- 
lichen Sterine identisch sei, ist durch die Arbeiten von Chuang‘) 
(Ergosterin) von Fernholz®) (Stigmasterin) und in letzter Zeit 
von Ruzicka‘) (Sitosterin) bestitigt worden. Ruzicka benutzt 
ein Sterin, dessen Dihydroderivat ([«], = -+- 19°) vorwiegend auf 
y-Sitosterin hindeutet. 

















































Da jetzt auch die Seitenkette des Stigmasterins gut erforscht 
ist [Guiteras]"), habe ich mehrere gesittigte Derivate dieses 
Sterins mit den entsprechenden des Sitosterins verglichen. Bon- 
stedt’) hat y-Sitostanol und allo-a-Ergostanol verglichen.*) Er 
fand diese Sterine nicht identisch, und aus seinen Versuchen geht 
hervor, daB y-Sitostan und Stigmastan verschieden sind. Denn 
eine Mischung von y-Sitostan und Stigmastan (1:3) ergab eine 
deutliche Schmelzpunktsdepression. 

Die allgemein sichere Identitatspriifung —- Mischschmelz- 
probe — ist in der Steringruppe mit Vorsicht zu beurteilen. So 
haben neuerdings Heilbron, Phipers und Wright’) gefunden, 
daB Fucostanol und Stigmastanol ohne Depression schmelzen, 
und die beiden deshalb als identisch erklirt. Dies kann nicht 
stimmen, denn sie geben fiir Fucostanol [e], = + 12,75° und 
fir sein Acetat [@],=+14,6° an. Stigmastanol dreht da- 
gegen [ae], = + 248°, und Stigmastanolacetat [a], = + 15,3° 
(vgl. unten). 

Die RegelmiBigkeiten der Mischkrystallbildung ohne Tempe- 
raturminimum sind, wenigstens bei diesen hochmolekularen Sub- 
stanzen, wenig bekannt. Die Erscheinung ist nicht so gewohnlich 
wie das Vorkommen von Mischkrystallen mit Schmelzpunkts- 
erniedrigung. Ketone sind oft weniger dazu geneigt als Alkohole. 
Wenn z. B. Sitostanol und Stigmastanol ein solches System bilden, 
so folgt daraus keineswegs, daB auch z. B. ihre Benzoate oder 
Kohlenwasserstoffe sich ebenso verhalten miissen. Die Iden- 
titit wird mit der Zahl der iibereinstimmenden Derivate wahr- 
scheinlicher. 

Ks scheint, als ob Verschiedenheiten im Ringsystem deutlicher 
als die in der Seitenkette eine Schmelzpunktsdepression hervor- 
rufen, was durch stirkere Verbiegungen im Molekiilbau zu er- 
kliren ist; so gibt z.B. Cholanséiure mit Allocholansiure eine 
deutliche Depression. Wenn es sich nicht so verhielte, wire 
mancher Zusammenhang in der Sterinreihe als Fiktion anzusehen. 


*) Bonstedt behauptet in seiner Arbeit, daB ich mit Unrecht gesagt 
habe, Soja-Sterin sei ,,sehr reich“ an y-Sitosterin. Hierzu méchte ich nur 
bemerken, daB ich an der fraglichen Stelle das Wort ,,ziemlich“ und nicht 
,sehr“ verwendet habe. Was die Sachfrage weiter anbetrifit, so erkliren 
Windaus, v. Werder und Gschaider (Ber. chem. Ges. 63, 1006 (1932), 
daB das von Stigmasterin befreite, noch 10 mal umkrystallisierte Sojasterin 
,hauptsiichlich aus y-Sitosterin“ besteht, was mit meiner AuBerung iiber- 
einstimmt. 


Ein Vergleich zwischen Sitostanol und Stigmastanol. AT 








A eS eR 























Fe enes ao eeeeeea e e mca 


ne ne sep ~ ~ 





48 B. E. Bengtsson, 





Sogenannte ,charakteristische Derivate“ kénnen noch leichter als 
die Schmelzpunkte irrefiihren. 

Folgende Stoffe wurden miteinander verglichen: 1. Sitostanol, 
natiirlich aus Tallél, und das durch katalytische Hydrierung von 
Tallél-Sitosterin gewonnene Sitostanol, das in seinen Konstanten 
genau mit dem natiirlichen tibereinstimmt, mit Stigmastanol; 2. die 
zwei aus beiden Sitostanolen iiber die Ketone dargestellten Kohlen- 
wasserstoffe mit dem Stigmastan, 3. das Keton des natiirlichen 
Sitosterins mit Stigmastanon; 4. die Benzoate und 1,3,5-Dinitro- 
benzoate des hydrierten Sitostanols mit denen des Stigmastanols, 
Weiterhin sind die Schmelzpunktsdiagramme des _,,natiirlichen‘ 
Sitostanols und Stigmastanols sowie ,,natiirlichen“ Sitostans und 
Stigmastans mit Cholestanol bzw. Cholestan aufgenommen. Hier- 
bei ergibt sich vollstiindige Gleichheit. 

Das Tallél-sitosterin scheint nach Sandqvist und Hék") 
frei von y-Sitosterin zu sein. Ich habe durch katalytische 
Hydrierung der verschiedensten Fraktionen auch stets ein Dihydro- 
derivat mit [@], = + 25° erhalten. Vergleicht man die Absolut- 
werte der Schmelzpunkte und der spezifischen Drehungen, so liegen 
die der Sitostanolreihe regelmiBig, die Versuchsfehler iibersteigend, 
hoher als die der Stigmasterinreihe, auch wenn die jeweiligen 
Derivate genau nach der gleichen Weise dargestellt worden sind. 
Die Unterschiede im Schmelzpunkt nehmen in der Reihe Alkohol. 
Keton, Kohlenwasserstoff ab. Dies kann mit einer bei der 
chemischen Behandlung zunehmenden Befreiung von minimalen 
Mengen Verunreinigungen zusammenhingen. Die m-Dinitrobenzoate 
schmelzen dagegen gleich hoch. 

Was weiter die Drehungen anbetrifft, so finden sich nur bei 
den Kohlenwasserstoffen nennenswerte Unterschiede, héchstens 
jedoch 1,3° bei der spezifischen Drehung von 25°. Trotz Doppel- 
bestimmungen liegen die Unterschiede innerhalb der Fehlergrenze. 
die bei meinen Versuchsbedingungen etwa 4—5°/, betrigt. Die 
Sterine scheinen nicht selten von aliphatischen, gesittigten 
Alkoholen begleitet zu sein, die wohl kaum vollstindig zu ent- 
fernen sind. 

In keinem Falle zeigte sich auch nur eine Andeutung vou 
Schmelzpunktsdepression aller gleichen Derivate. Die gefundenen 
Unterschiede zwischen den entsprechenden Derivaten der beiden 
Stoftreihen sind nicht so erheblich, da&8 man darauf allein die 
Verschiedenheit von Sitostanol und Stigmastanol begriinden kénnte. 
Ich halte sie daher fiir identisch. 
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Zusammenfassung. 


Es muB meines Erachtens ernstlich in Erwigung gezogen 
we, werden, daB ,gewéhnliches“ Dihydrositosterin mit dem Tetra- 
Yon — hydrostigmasterin identisch sein kann. 
ten ff Kin deutlicher Unterschied zwischen gewéhnlichem Sitostan 
die — und 7-Sitostan zeigt sich bei der Mischschmelzpunktsprobe mit 
e€n- —  Stigmastan. | 
en § Die Behauptung von Heilbron und Mitarbeitern, daB Fuco- 
“a - gtanol mit Stigmastanol identisch ist, trifft nicht zu. | 
DIS, : 
one Versuchsteil. | 
ind : Die Schmelzpunkte sind mit abgekiirzten, in '/,° geteilten Thermo- 
™ metern bestimmt. Die drei angegebenen Temperaturen bedeuten: 1. erste 


sicher wahrnehmbare Verinderung im Aussehen, 2. ,,Zusammenschrumpfen“ 
10 der Substanz und 3. klare Schmelze. Die Kohlenwasserstoffe wurden bei 
he — 75°, die anderen Stoffe bei 105° und alle dann in Vakuum iiber Schwefel- 
siure getrocknet. Fiir die Mischproben wurden insgesamt etwa 6 mg ab- 
gewogen und genau verrieben, danach auf 3 Schmelzpunktréhrchen verteilt 





It und zur Kontrolle der Mischung die Schmelzpunkte von mindestens 2 Proben 
en bestimmt. Die Drehungswerte sind, wenn anders nicht gesagt, in Chloro- 
id. —&  formlésung bestimmt. 
en & I. Sitostanol, natiirliches. Aus Tallél-sitosterin durch Behandlung | 
id. & der acetylierten Fraktionen mit niedriger Linksdrehung oder Rechtsdrehung 


mit Essigsiureanhydrid und konzentrierter Schwefelsiure [vgl. z. B. Sand - | 
qvist und Bengtsson"). Schmelzp. 138,8—139,2—139,6°. ; 


er 
" [a]g° = + 25,6°. 
te Gewichtsverlust beim Trocknen 4,3°/,. 

II. Sitostanol. Durch Hydrierung von Tallél-sitosterin in atherischer : 
ej Lisung mittels Platinoxyd nach Vorhees-Adams. Wenn die Lieber- ) 
" mann-Burchard-Reaktion nicht véllig negativ ausfiel, wurde mit Essig- 
—_ siureanhydrid und konzentrierter Schwefelsiure behandelt. Schmelzpunkt 
l. FP  139,.0—189,4—140,0°. 
> F [a]5° = + 25,5°. | 
"2 ITI. Stigmastanol. Aus Soja-Rohphytosterin wurde nach ein paar | 
n § Umkrystallisierungen Stigmasterin genau nach Windaus und Hauth"’) | 
{- dargestellt*). Das Stigmastanol wurde ganz wie II dargestellt. Schmelz- | 


punkt 135,4—136,4—137,0 °. 
[a]2° = + 24,8° | 
Gewichtsverlust beim Trocknen 4,1°/,. Acetat: Schmelzp. 128—129,8 | 
| bis 131,2° 
n [o]?° = + 15,3 ° 
e i Sa ace cli F 
. *) Fiir wertvolle Vergleichssubstanz von Stigmasterin danke ich Herrn 
Apotheker J. Gorton. 
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Mischschmelzpunkt von 30°/, I. und 70°/, ILI. 1385 —186,8—187,9° 


48 52 184 —137,0—188,4° 
70 30 185 —186,8—139,0° 
26°/, Il. und 74°, III. 186 —186,8—188,0° 
50 50 186 —138,0—138,4° 
72 28 135,4—138,0—139,2° 


Sitostanolbenzoat. IL wurde in trocknem Pyridin mit Benzoy|- 
chlorid behandelt. Aus Benzol + Alkohol umkrystallisiert. Schmelzpunkt 
136—137,6—188,6°. 

Stigmastanolbenzoat, Aus III wie vorstehende Verbindung. 
Schmelzp. 138—135,4—-187,2°. Mischschmelzpunkt gleicher Mengen der 
Benzoate: 134—136—187,8°. 

Sitostanol-m-dinitrobenzoat. Durch Behandeln von II in Pyridin- 
lésung mit 1,3,5-Dinitrobenzoylchlorid. Wurde 3 mal aus Benzol + Alkohol 
umkrystallisiert. Schmelzp. 207—214—215°; 

[a]?! = + 14,0° (0,08 g in 2 ccm Benzol geldst). 

Stigmastanol-m-dinitrobenzoat. Aus III wie vorstehende Sub- 
stanz. Schmelzp. 208—210—215°; 

(a]2° = 4+ 13,1° (0,10 g in 2 ccm Benzol gelést). 

Mischschmelzpunkt gleicher Mengen der m-Dinitrobenzoate 208—214 
bis 215°. 

IV. Cholestanol. Aus Cholesterin ,,Merck“ durch Hydrierung wie II. 
Schmelzp. 142—142,2—148,0° 

Mischschmelzpunkt von 27°/, I. und 73°/, IV. 128—130,0—136,2° 

48 52 127—128,8—131,4° 
72 28 129—132 —137,6° 
29°/, III. und 71%, IV. 126-—129,0—136,0° 
49 51 127—129,8—131,8° 
71 29 129—134,0—136,2° 

V. Sitostanon. Durch Oxydation von I mit Chromtrioxyd in Eis- 
essigldsung nach Windaus und Brunken’’). Aus Aceton + Methanol 
umkrystallisiert. Schmelzp. 152—155,8—158,2°. 

[a]2° = + 40,8° (0,08 g in 2ccm Chloroform geldst). 
VI. Stigmastanon. Aus III genau wie vorstehende Substanz. Schmelz- 
punkt 151—157,0—157,4° 
[a]2° =-+ 40,6° (0,09 g in 2 cem Chloroform geldst). 
Mischschmelzpunkt von 34°/, V. und 66°/, VI. 148—156,83—157,2° 
53 47 148—154,8—157,6° 
75 25 150— 156,8—158,2° 

VII. Sitostan. Aus V durch Reduktion nach Clemmensen (vgl. 
Windaus und Brunken a.a.QO.). Aus Ather durch Zusatz von Alkohol 
umkrystallisiert. Schmelzp. 84,2—84,6—85,4°. 

0,0998 g in 2 ccm Chloroform gelést, /==1 dm, « = + 1,34°; 

[a]2° = + 26,9°. 

0,0891 g in 2 cem Chloroform gelést, / = 1 dm, oa = + 1,19°; 

[o]2° = + 26,7° 
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VIII. Sitostan. Aus II iiber das Keton bereitet. Schmelzpunkt 





90 
‘40 84,0—84,8—85,2°% 
,0° 0,1219 g in 2 ccm Chloroform geldst, 1] = 1 dm, a = + 1,59°; 
0° [a]2° = + 26,1° 
4° 0,0915 g in 2 ccm Chloroform gelést, 1 = 1 dm, a = + 1,21°; 
2° [o]2° =+ 26,4°% 
yl. § IX. Stigmastan. Aus VI ganz entsprechend VII. Schmelzpunkt 
kt 84,6—85,4—85,7°. | 
0,0998 g in 2 cem Chloroform gelést, 1 = 1 dm, « = + 1,26°; 
2. [a]2° = + 25,4°. | 
er 0,1116 g in 2 ccm Chloroform gelést, 1] = 1 dm, o« = + 1,42°: / 
[a]Z° = + 25,4° | 
n- Mischschmelzpunkt von 33°/, VII. und 67°/, [X. 85,0—85,4—85,8° 
ol 47 53 84,6—85,2—85,7° 
66 34 83,6—84,8—85,6° 
27°/, VIII. und 73°/, IX. 84,0—85,0—85,8° 
> Ff 53 47 84,4—85,0—86,0° 
72 28 84,0—84,8—85,8° 
X. Cholestan. Cholesterylchlorid (aus Cholesterin mit PCI, bereitet) 
4 wurde mittelst Platinoxyd hydriert und mit Natrium in kochendem Amyl- 
alkohol enthalogeniert. Wurde mit Essigsiureanhydrid und konzentrierter 
[. Schwefelsiure behandelt. Schmelzp. 78,8—79,9—80,4°. | 
: Mischschmelzpunkt von 32°/, VII. und 68°/, X. 59—60,6—68,5° . 
0 50 50 58—60,4—64,8° | 
6 65 85 61—62,2—73,0° | 
0 32°/, IX. und 68°/, X. 59—60,0—68,5° 
0 49 51 60—60,4—64,7° | 
, 65 35 60—66,0—72,4° 
0 


Farmaceutiska Féreningen danke ich fiir das zur Durchfihrung 
meiner Arbeit erhaltene Stipendium. 
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zu 3-epi-Oxy-atio-allocholanon-(17) (Androsteron), 


5. Mitteilung tiber Sexualhormone und verwandte Stoffe '). 
Von 
Wilhelm Dirscherl. 





(Aus dem Wissenschaftlichen Laboratorium der C. F. Boehringer & Séhne G. m. b. H. 
und der Vereinigten Chininfabriken Zimmer & Co. G. m.b. H., Mannheim-Waldhof.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. September 1935.) 


L. Ruzicka und Mitarbeiter’) haben gezeigt, daB bei der 
Oxydation des Dihydro-cholesterin-acetats mit Chromsiure 3-Oxy- 
aitio-allocholanon-(17) gebildet wird. Aus epi-Dihydro-cholesterin- 
acetat erhielten sie 3-epi-Oxy-itio-allocholanon-(17) (Androsteron). 

In der 3. Abhandlung*) habe ich mitgeteilt, daB bei der 
Oxydation des Acetyl-dihydro-cinchols mit Chromsiure 3-Oxy- 
iitio-allocholanon-(17) entsteht. Nachdem das Dihydro-cinchol 
demnach mit dem Dihydro-cholesterin in bezug auf das Ring- 
system und die Stellung der Substituenten an diesem auch in 
sterischer Hinsicht*) véllig iibereinstimmt, muBte man ausgehend 
von der epi-Verbindung zum Androsteron kommen. Diese Ver- 
suche wurden unternommen, bevor der Abbau des Dihydro-cinchols 
ganz durchgefiihrt war. DaB die Hydroxylgruppe des Dihydro- 
cinchols sterisch wie beim Dihydro-cholesterin angeordnet ist, 
lieB sich aus der Fallbarkeit mit Digitonin ersehen, aber tiber die 
Konfiguration an C, war nichts vorherzusagen. Das als Aus- 
gangsmaterial notwendige epi-Dihydro-cinchol war nicht bekannt. 
Ich habe es auf den iiblichen Wegen dargestellt. 

Vavon und Jakubowicz’) haben Dihydro-cholesterin mit 
Chromsiure bei 40° zu Cholestanon oxydiert. Wir haben das 
Dihydro-cinchol vom Schmelzp. 145—146° (korr.) der gleichen 


) 4. Mitteilung: Diese Z. 236, 131 (1935). 

2) Helvet. chim. Acta 17, 1889 (1934). 

*) Diese Z. 235, 1 (1935). 

*) Uber die Konfiguration an C,, 1a8t sich selbstverstindlich nichts sagen 
5) Bl. [4] 53, 584 (1938). 
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Die Darstellung von epi-Dihydro-cinchol und seine Oxydation usw. 53 
& 

Behandlung unterworfen und in guter Ausbeute das entsprechende 
Keton, das als Dihydro-cinchon zu bezeichnen ist, erhalten. Es 
schmilzt bei 163° (korr.) und dreht in 1 °/, iger Chloroformlésung 
(a]h’ = + 42% Cholestanon laBt sich bei Anwesenheit -von Salz- 
siure mit Platin-schwarz zu epi-Dihydro-cholesterin hydrieren’), 
Ruzicka?) hat das Verfahren etwas abgeindert und mit Platin- 
oxyd bei Anwesenheit von Bromwasserstoffsiure gearbeitet. Wir 
haben das Dihydro-cinchon nach dieser Vorschrift bei 65—70° 
hydriert und in sehr guter Ausbeute das epi-Dihydro-cinchol er- 
halten, das nach Umkrystallisation aus Alkohol oder Essigester 
bei 206° (korr.) schmilzt und in 1°/,iger Chloroformlésung die 
Drehung [a]j' = + 26° zeigt. Mit Digitonin tritt keine Fallung ein. 
Das epi-Dihydro-cinchol lieB sich ferner durch Umlagerung des 
Dihydro-cinchols mit Natrium-alkoholat darstellen. Waindaus’*) 
hat auf diesem Wege aus Dihydro-cholesterin epi-Dihydro-chole- 
sterin in etwa 10°/,iger Ausbeute erhalten. Das Reaktionsprodukt 
wurde durch Fallung mit Digitonin vom unverinderten Ausgangs- 
material befreit. Aus dem Filtrat der Digitoninfillung wurde 
nach Entfernung von noch geléstem Digitonin epi-Dihydro-cinchol 
in einer Ausbeute von etwa 20°/, gewonnen. 


Das epi-Dihydro-cinchol wurde in sein Acetat iibergefihrt, 
das bei 90° (korr.) schmilzt und in Chloroform (etwa 1°/,ige Lésung) 
eine Drehung [«]i‘ = + 28,4° aufweist. Die Oxydation des Acetats 
mittels Chromsiure und Aufarbeitung nach den von Ruzicka bei 
Cholesterin gemachten Angaben fiihrte zu einem Semicarbazon, 
das nach Umkrystallisieren aus Alkohol bei 284—285° (korr.) 
schmilzt und nach seiner Zerlegung ein Oxyketon lieferte, das 
nach Umkrystallisieren aus Alkohol—Wasser bei 182—183° (korr.) 
schmilzt und eine Drehung [a]j* = + 94,4° (in etwa 1°/,iger alko- 
holischer Lésung) aufweist. Butenandt‘) hat den Schmelzpunkt 
fiir Androsteron aus Harn zu 178° (unkorr.), Ruzicka (a. a. O. 
1397) fiir Androsteron aus epi-Dihydro-cholesterin zu' 182 bis 
183° (korr.) angegeben. Die Drehung betragt + 93° (Butenandt) 
bzw. + 94,6° (Ruzicka) in Alkohol. 


Der Mischschmelzpunkt meines Ketons mit 3-Oxy-itio-allo- 
cholanon-(17) vom Schmelzp. 176—177° (korr.) lag bei 167—168°, 





1) Bl. [4] 68, 584 (1933). 
4) Helvet. chim. Acta 17, 1411 (1934). 
8) B. 47, 2887 (1914). 

‘) Diese Z. 229, 167 (1934). 
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7. 
der mit Androsteron vom Schmelzp. 182—183° (korr.) aus epi-Di- 
hydrocholesterin') bei 182—183°, also nicht erniedrigt. 

Die Wirksamkeit im Kapaunenkamm-test betrigt bei Ein- 
reiben der dligen Liésung in den Kamm nach der Methode von 
FuBginger?) eine (tagliche) Kapaunen-Einheit in" 1—2 y. An 
der Samenblase der Maus (nach Loewe-Voss) ist die ME (Miuse- 
Einheit in bezug auf Wachstum und Sekretion der Driisenzellen) 
bei 1 mg noch nicht ganz erreicht. Diese Angaben beziehen sich 
gleicherweise auf Androsteron aus epi-Dihydro-cinchol-acetat und 
aus epi-Dihydro-cholesterin-acetat. Die physiologische Priifung 
verdanke ich Herrn Dr. H. E. Voss, der sie in unserem Labora- 
torium vorgenommen hat. Ruzicka und Tschopp3) haben mit 
der gleichen Methode die Kapaunen-Kinheit in 1—2 y gefunden: 
im Vesikulardriisentest beobachteten sie Wachstum und Sekretion. 

Die Zerlegung des Semicarbazons erfolgte mittels Oxalsiure, 
wie bei Ruzicka. Beim Erhitzen mit Eisessig-HCl (1:1) und 
folgender Verseifung erhilt man an Stelle des Androsterons einen 
nicht krystallisierenden, kaum wirksamen Sirup. 


Versuche. 


Dihydro-cinchol. Durch Verseifung von Acetyl-dihydro-cinchol'‘) 
mit alkoholischer Kalilauge wurde Dihydro-cinchol erhalten, das nach Um- 
krystallisation aus Alkohol bei 142—143° (unkorr.), bzw. 145—146° (korr.) 
schmilzt. 


20,0 mg in Chloroform auf 2 ccm, 1 dm, a = + 0,22°. 
[a]3° = + 22°, 


Oxydation des Dihydro-cinchols zum Dihydro-cinchon. Zu einer 
Lésung von- 40 g Dihydro-cinchol in 1 Liter Eisessig 1iBt man innerhalb 
einiger Stunden bei 40° unter kriaftigem Riihren eine Lésung von 14 g Chrom- 
siure in 100 ccm wiBrigem Eisessig zutropfen. Man rihrt noch einige 
Stunden weiter. Das ausgeschiedene Dihydro-cinchon wird abfiltriert, 
weitere Mengen lassen sich durch Einengen der Mutterlauge bzw. Zusatz 
von Wasser gewinnen. Das Dihydro-cinchon schmilzt nach Umkrystallisieren 
aus absolutem Alkohol bei 159° (unkorr.) bzw. 163° (korr.). Auch nach 
wiederholtem Umkrystallisieren aus Alkohol bzw. Essigester bleibt der 
Schmelzpunkt konstant. Man erhalt insgesamt 33 g reines Keton. Die Keto- 
gruppe 1a8t sich durch alkalimetrische Titration der mit salzsaurem sedis 
amin versetzten Lésung quantitativ nachweisen. 


t) Daraeetells von Herrn Dr. J. Kraus. 

*) Medizin u. Chemie, neieronngen aus den Med.-Chem. Forschungs- 
stitten der I. G. Farbenindustrie A.-G. 2, 201 (1934); C 1934, I, 3607. 
8) Naturw. 23, 47 (1935). 
4) Diese Z. 235, 1 (1935). 
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Di- : 20,0 mg in Chloroform auf 2 ccm, 1 dm, a = + 0,42°. 
[o]23 = + 42°, 


4,402 mg Subst.: 13,515 mg CO,, 4,900 mg H,0. 








in- | 
oa CyoHsoO (414) Ber. C 84,1 H 12,1 Gef. C 83,77 H 12,46 | 
rm Hydrierung des Dihydro-cinchons zum epi-Dihydro-cinchol. | 
1,25 g Platinoxyd werden in 65 ccm Butylither mit Wasserstoff reduziert, 
oll ' hierauf werden 6,2 g Dihydro-cinchon in 120 ccm Butylither und 3 ccm 
en) 48°/,ige Bromwasserstoffsiure hinzugefiigt und bei 65—70° unter Zutritt ) 
ich ' yon Wasserstoff stark geschiittelt. Nach Beendigung der Hydrierung, die 
nd _ manchmal sehr lange dauern kann, wird vom Katalysator abfiltriert, die | 
ne ' Lésung mit verdiinnter Sodalésung und hierauf mit Wasser gewaschen, 
S _ getrocknet und hierauf das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Das Roh- 
ra- ' produkt wird aus Alkohol oder Alkohol-Ather umkrystallisiert. Man er- 
nit hilt 4,5 g epi-Dihydro-cinchol vom Schmelzp. 197—198° (unkorr.), nach 
n: nochmaligem Umkrystallisieren steigt der Schmelzpunkt auf 201° (unkorr.) 
yn. bzw. 206° (korr.). 
re, 20,0 mg in CHCl, auf 2 ccm, 1 dm, a = + 0,26°. 
nd Oo [a]h' = + 26°, 
on 4,969, 4,300 mg Subst.: 15,270, 18,195 mg CO,, 5,660, 4,815 mg H,O. 
CygH,O (416) Ber. C 83,7 H 12,5 Gef. C 83,81, 883,67 H 12,75. 12,53. 
epi-Dihydro-cinchol aus Dihydro-cinchol. 5 g Acetyl-dihydro- 
cinchol werden in 120 cem absolutem Alkohol, in dem vorher 4 g Natrium- 
metall aufgelést worden sind, gelést und im Bombenrohr bei 215° 15 Stunden 
i erhitzt. Nach beendeter Reaktion wird herausgespiilt, mit Ather versetzt, 
“i |  Sdure zugegeben und die itherische Lésung mit Wasser gewaschen, ge- 
ia trocknet und zur Trockne eingedampft. Man lést dann in Alkohol und 
gibt eine Lésung von 14,0 g Digitonin in 1400 cem 90°/,igem Alkohol zu. 
Nach wenigen Sekunden fallt das Digitonid des nicht umgelagerten Dihydro- 
cinchols aus, von dem abfiltriert wird. Das Filtrat wird eingedampft, in 
Pyridin aufgenommen und mit Ather versetzt. Das ausfallende Digitonin 
f wird abfiltriert, das Filtrat zur Trockne eingedampft. Der Riickstand ist 
b das rohe epi-Dihydro-cinchol. Es schmilzt zwischen 170 und 180% Nach 
. dem Umkrystallisieren aus absolutem Alkohol schmelzen die Krystalle bei 
4 '  200—201° (unkorr.), 205—206° (korr.), Ausbeute etwa 2 g. 


Acetylierung des epi-Dihydro-cinchols. Sie erfolgt in iblicher 
Weise, indem man mit Essigsiureanhydrid erhitzt. Man erhilt nach dem 
Umkrystallisieren aus Alkohol einen Kérper, der bei 88° (unkorr.) bzw. 
90° (korr.) schmilzt. 

393,7, 44,2 mg in Chloroform auf 5 ccm, 1 dm, a = + 2,23°, + 0,26°. 

(a)24 = + 28,4, + 29,4° 


4,367 mg Subst.: 13,030 mg CO,, 4,745 mg H,0. 
C,,H,.0, (458) Ber. C 81,0 H 11,80 Gef. C 81,38 H 12,16. 


Oxydation das Acetyl-epi-dihydro-cinchols. Sie erfolgt wie fiir 
das Acetyl-dihydro-cinchol angegeben (3. Mitt.). Aus 28 g Acetyl-epi-dihydro- 
cinchol wurden etwa 550mg Semicarbazon erhalten, das nach Umkrystallisieren 
aus absolutem Alkohol bei 274—275° (unkorr.) bzw. 284—285° (korr.) schmilzt. 
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3,105 mg Subst.: 0,291 ecm N (23°, 754 mm). 
C,,H,,0,N, (389) Ber. N 10,8 Gef. N 10,72. 


100 mg Semicarbazon wurden mit 20 ccm 5°/,iger alkoholisch-waBriger 
Oxalsiure einige Stunden auf dem Dampfbad erhitzt, hierauf alkalisch ge- 
macht und mit Benzol ausgezogen. Der Benzolriickstand wurde hierauf 
mit 0,5 n-alkoholischem Kaliumhydroxyd 1 Stunde auf dem Dampfbad er- 
hitzt, neutralisiert nnd mit Wasser und Ather versetzt. Der Atherriickstand 
schmilzt nach Umkrystallisieren aus Benzol-Petrolither bei 176—178° (unkorr.), 
nach weiterer Umkrystallisation aus wi8rigem Alkohol bei 178—179° (unkorr.) 
bzw. 182—183° (korr.). 

Das Androsteron wurde im Hochvakuum getrocknet und sublimiert. 
Drehung: 10,40 mg in absolutem Alkohol auf 1 ccm geldst; 

0,5 dm, « = + 0,49° 
[a]24 = + 94,4°% 


4,306 mg Subst.: 12,465 mg CO,, 4,085 mg H,0. 
k C9Hs 02 (290) Ber. C 78,58 H 10,41 Gef. C 78,92 H 10,64. 





Wenn das Androsteron nicht gut getrocknet ist, findet man einige 
Prozent zu wenig C. Butenandt') diirfte aus dem gleichen Grunde bei 
{ _ seinen ersten Analysen zu wenig C gefunden haben, was ihn zu allererst 
t zur Formel C,,H,,0, fiihrte. 


Herrn Peter Vogler danke ich fiir seine ausdauernde Hilfe bei den 
Versuchen. 


Zusammenfassung 


Dihydro-cinchon und epi-Dihydro-cinchol wurden erstmalig 
dargestellt. Aus Acetyl-epi-dihydro-cinchol wurde Androsteron 
: bereitet. 





1) Angew. Chemie 44, 906 (1931). 














Uber Dehydro-androsteron. 


er- Von 
nd Adolf Butenandt, Hans Dannenbaum, Giinter Hanisch 


re), und Helmut Kudszus. 
Mit 1 Figur auf Tafel III. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Danzig-Langfuhr.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. September 1935.) 





Die fiir das mannliche Sexualhormon charakteristischen phy- 


. siologischen Wirkungen von Mannerharnextrakten sind auf die 
e — Gegenwart mehrerer Stoffe zuriickzufiihren'). Von diesen sind 
i zwei in einheitlicher Form isoliert und naher untersucht worden, 
t — das Androsteron!), ein durch die einwandfrei gesicherte?) 

'  Formel (I) wiederzugebendes Oxyketon C,,H3,0, und das um zwei 
Wasserstoffatome armere Dehydro-androsteron’) C,gHo.0., 


dem wir die Konstitution (II) zuerteilt haben. Androsteron ist 
im Hahnenkammtest etwa 3mal so wirksam wie Dehydro-andro- 
steron. 
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1) A. Butenandt u. K. Tscherning, Diese Z. 229, 167, 185 (1934). 


2) L. Ruzicka u. Mitarb., Helvet. chim. Acta 17, 1389, 1395 (1934); 
Butenandt, H. Dannenbaum u. H.Cobler, Diese Z. 229, 192 (1934); 
284, 218 (1935). 

3) Butenandt u. Dannenbaum, Diese Z. 229, 192 (1934). 
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Uber Dehydro-androsteron wurde erstmalig im Frih- 
jahr 1934 berichtet*); es wurde auf zwei Wegen gewonnen, und 
zwar durch direkte Fraktionierung von Mannerharnextrakten‘) 
und iiber ein physiologisch inaktives Chlorketon C,gH,,OCI (III), 
das sich als Kunstprodukt aus dem gleichen Ausgangsmaterial 
nach der Behandlung mit Salzsiure abscheiden lieB?). 

Wir haben der Entdeckung des zweiten natirlich vorkom- 
menden miannlichen Priagungsstoffes von vornherein besondere 
Bedeutung zugesprochen. Einmal wurde dadurch zum erstenmal 
gezeigt, daB dem physiologischen Begriff ,,Testikelhormon‘ chemisch 
nicht eine einzige Substanz, sondern eine Gruppe von nahe 
verwandten Verbindungen (,, Androsteron- Gruppe“) entspricht, 
zum anderen ist im Dehydro-androsteron ein Hormon entdeckt 
worden, das in seinem Sattigungsgrad zwischen Androsteron und 
den Follikelhormonen (der ,,Ostron-Gruppe“) steht und aus 
diesem Grunde vielleicht eine Bedeutung fiir die Genese dieser 
Stoffe beansprucht®). — Wir haben deshalb das Dehydro-andro- 
steron eingehend bearbeitet und uns neben der néheren Cha- 
rakterisierung und der Ermittlung seiner Konstitution 
um die Beantwortung derjenigen Fragen bemiht, die wir in der 
ersten ausfithrlichen Publikation iiber Dehydro-androsteron®) als 
Arbeitsprogramm aufgeworfen haben: 1. in welchen Mengen ist 
Dehydro-androsteron neben Androsteron im Mannerharn aufzu- 
finden; 2. ist das Dehydro-androsteron die Muttersubstanz fiir das 
Chlorketon C,9H,,OCI (III), das nach der Behandlung mit Salz- 
saure aus Mannerharn isolierbar ist; 3. la8t sich Dehydro-andro- 
steron aus Cholesterin experimentell darstéllen ? — Die vorliegende 
Arbeit beschreibt die Ergebnisse unserer im Laufe des letzten 
Jahres nach dieser Richtung durchgefiihrten Versuche. 


Nahere Charakterisierung des Dehydro-androsterons. 


Wir haben das Dehydro-androsteron als einen in langen 
weiBen Nadeln vom Schmelzp. 148° (unkorr.) krystallisierenden 
Stoff beschrieben, der mit Benzoylchlorid ein sehr schwer lés- 
liches, in Prismen krystallisierendes Benzoat vom Schmelzp. 250° 





4) Butenandt, Verh. dtsch. Ges. inn. Med., Wiesbaden 46, 291 (1934); 
Forsch. u. Fortschr. 1984, Nr. 20/22; Z. angew. Chem. 47, 563 (1934). 

5) K. Tscherning, Diese Z. 229, 197 (1934). 

6) Verh. dtsch. Ges. inn. Med., Wiesbaden 46, 291 (1934); Wien. Klin. 
Wehschr. 1934, Nr. 29/30; Mitt. d. Univ.-Bundes, Géttingen.15, H. 2 (1934); 
Dtsch. Med. Wcehschr. 1985, 781; vgl. dazu nachfolgende Mitteilung. 
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(unkorr.) liefert®). Wir wollen diese Angaben durch folgende Be- 
funde ergiinzen: Dehydro-androsteron existiert in mehreren poly- 
morphen Modifikationen’) mit unterschiedlichen Schmelz- 

unkten; die bei 148° (unkorr.) schmelzende Form, die wir friiher 
ausschlieBlich beobachtet haben, laBt sich am besten durch fort- 
gesetztes Krystallisieren aus absolutem, hochsiedendem Petrol- 
ither, eine zweite bei 187—1388° (unkorr.) schmelzende aus stark 
verdimnter Lésung in wiBrigem Methylalkohol erhalten. Die 
hochschmelzende Form wird zumeist in feinen verfilzten Nadeln 
(seltener in kérnigen Prismen), die niedriger schmelzende stets in 
derben prismatischen Nadeln erhalten; bei vorsichtiger Hoch- 
vakuumsublimation kann man oft beide Formen nebeneinander 
gewinnen, wie es in der Figur auf Tafel III in einer Photographie 
veranschaulicht wird. 

Bemerkenswerterweise geht die bei 148° schmelzende Form unter mehr- 
tigiger Einwirkung von zerstreutem Tageslicht in die tiefer schmelzende 
Modifikation itiber. Intensives Belichten mit Sonnen- oder Bogenlicht senkt 
den Schmelzp. bis auf 123—25° (Sinterung bei 95°); ob der tiefe Schmelzp. 
durch eine weitere Krystallmodifikation oder durch Zersetzungsprodukte her- 
vorgerufen wird, ist noch nicht entschieden. 

Die verschiedenen Krystallmodifikationen sind in Lésung 
identisch; in Alkohol zeigt das Dehydro-androsteron eine optische 
Drehung [«]** =+ 10,9° (+ 0,79). Es ist leicht léslich in fast 
allen organischen Lésungsmitteln mit Ausnahme von Tetrachlor- 
kohlenstoff und Petrolather. 

Schoeller, Serini und Gehrke®) haben zuerst darauf hin- 


gewiesen, daB Dehydro-androsteron — im Gegensatz zu Andro- 
steron — eine schwer lésliche Additionsverbindung mit 


Digitonin liefert. Diese wichtige Beobachtung hat bei der Ab- 
scheidung des Dehydro-androsterons gute Dienste geleistet und — 
wie unten naher erértert wird — einen Hinweis auf die sterische 
Lage der Hydroxylgruppe geliefert. 

Von den funktionellen Derivaten des Dehydro-andro- 
sterons war bisher nur das Benzoat vom Schmelzp. 250—252° 
(unkorr.) bekannt?). Wir haben zur weiteren Charakterisierung 
durch Erwarmen des Dehydro-androsterons mit Essigsiureanhydrid 
auch das Acetat und durch Umsatz mit Hydroxylamin bzw. 
Semicarbazid das schén krystallisierte Oxim und das _ schwer 





7) Auf die Existenz polymorpher Modifikationen haben inzwischen auch 
Ruzicka und Wettstein [Helvet. chim. Acta 18, 987 (1935)] hingewiesen. 
8) Naturw. 28, 337 (1935). 
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lésliche Semicarbazon dargestellt. Das Acetat krystallisiert } 


aus verdiinntem Aceton in weifen filzigen Nadeln vom Schmelz- 


punkt 168—169° (unkorr.) und zeigt in alkoholischer Lésung eine | 


optische Drehung [«]}®° =-+ 3,9°. Das Oxim schmilzt bei 191° 
(unkorr.), und das Semicarbazon zersetzt sich bei 262—264° 
(unkorr.). 


Physiologische Eigenschaften des Dehydro-androsterons und seiner Ester. 


Die friher*) von uns angegebene physiologische Wirk- 
samkeit des Dehydro-androsterons im Hahnenkammtest ist in 
weiteren Versuchsreihen bestitigt worden; die Kapauneneinheit 


hegt bei etwa 600 y nach der von Butenandt und Tscherning!) J . 


angegebenen Methodik. 


Im Vesikulardrisentest ist das Dehydro-androsteron f 


ebenfalls geringer wirksam als Androsteron. An infantilen 


mannlichen Ratten ist mit einer tiglichen Gabe von 1 und 1,5 mg [ 
uber einen Zeitraum von 9 Tagen (Gesamtdosis 9 bzw. 18,5 mg) F 


noch kein vollstindiger Aufbau des Sekretionsepithels der Samen- 
blase zu erzielen. Mit 83mg pro Dosis ttber 9 Tage (Gesamt- 


dosis 27 mg) ist ungefaéhr derselbe eindeutige Wachstumseffekt | 


zu erreichen wie mit der 8fach kleineren Dosis an Androsteron, 
so daB auch im Vesikulardriisentest — wie am Hahnenkamm — 
das Verhaltnis der Wirksamkeiten beider Stoffe als etwa 1:3 
anzunehmen ist. 

Dehydro-androsteron ist mit 2 mg ohne Wirkung im Allen- 
Doisy-Test®) an der kastrierten weiblichen Maus, bemerkens- 
werterweise vermag es aber an infantilen weiblichen Nagern 
die Reaktionen des Follikelhormons (Vaginaléffnung und 
Brunst) auszulosen. Auf diese schon an anderer Stelle!°) erwahnten 
Befunde kommen wir in der nachfolgenden Mitteilung in anderem 
Zusammenhang zuriick. 

Die Prifung der Dehydro-androsteron-ester auf ihre 
physiologische Aktivitét im Hahnenkammtest ergab fol- 
genden Befund: Das Acetat zeigt erwartungsgemaB etwa die 
gleiche physiologische Wirksamkeit wie Dehydro-androsteron selbst ; 
die Einheit liegt um 600 y, mit 640 y als Injektionsdosis wurde 
bereits ein durchschnittliches Wachstum der Kammflache bis 
zu 26°/, erzielt, jedoch wird — wie beim Androsteron-acetat11) — 


®) Diese Z. 188, 1 (1930). 


10) Butenandt u. Hanisch, Ber. chem. Ges. 68, 1859 (1935). 
11) Butenandt u. Tscherning, Diese Z. 229, 186 (1934). 
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“— Mengen wie Androsteron. Dieses Ergebnis ist in Uberein- 
fokt | stimmung mit zwei in der Zwischenzeit erschienenen Literaturhin- 


I. Freud und R. V. Oppenauer?%) haben gleichlautende Be- 
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das Maximum der Wirksamkeit um einige Tage spiater erreicht 
als beim Alkohol. Das Dehydro-androsteron-benzoat zeigt 
eine nur geringe und unregelmaéBige Wirkung; selbst mit 1,2 mg 
als Dosis (insgesamt 2,4 mg) wurde lediglich ein Kammwachstum 
um 10°/, erzielt, was nach unseren Erfahrungen?*) innerhalb der 
Fehlergrenze des Testes liegt. Diese geringe Aktivitaét des Ben- 
zoats findet vielleicht seine Erklirung in der auBerst schweren 
Léslichkeit des Esters, die eine erschwerte Resorbierbarkeit und 
Verseifung im Organismus bedingen kann. 


Uber das Vorkommen des Dehydro-androsterons im Mannerharn. 
Als wir zuerst iiber die Entdeckung des Dehydro-androsterons 


'im Mannerharn berichteten®), haben wir die Frage offen gelassen, 


in welchen Mengen dieser Wirkstoff regelmaBig unter den Be- 
gleitern des Androsterons zu finden ist. Zur Entscheidung dieser 
Frage wurden mehrere Versuchsreihen angestellt, die uns gezeigt 
haben, daB Dehydro-androsteron regelmaéBig im Harn 


weisen: Schoeller, Serini und Gehrke®) und K. David, 


funde tiber das mengenmaBige Vorkommen des Dehydro-andro- 
sterons im Miannerharn verdéffentlicht. 

Zur Abscheidung des Dehydro-androsterons bedienten wir uns 
der Fallung mit Digitonin. Aus den in Chloroform léslichen, 
neutralen und unverseifbaren Anteilen des Mannerharns (3,5 g aus 
100 Liter Harn) l48t sich mit Digitonin ein krystallines Stoff- 
gemisch (0,2—0,25 g) abscheiden, das nicht leicht in seine reinen 
Komponenten zerlegbar ist. Mit Sicherheit konnten wir Chole- 
sterin™) und Dehydro-androsteron in reiner Form daraus 
darstellen; die Anwesenheit von Iso-androsteron}), das sich 
vom Androsteron nur in der réumlichen Lage der Hydroxylgruppe 
unterscheidet, ist wahrscheinlich, bedarf aber der Bestiatigung. 

Das Dehydro-androsteron laBt sich aus den digitoninfall- 
baren Anteilen am leichtesten iiber sein Semicarbazon und sein 





12) Vgl. diese Z. 284, 234 (1935). 
13) Acta Brevia Neerl. 5, Nr. 1/2, 31 (1935); Nature 135, 1039 (1935). 
14) Uber die Ausscheidung von Cholesterin im Harn berichten wir an 
anderer Stelle. 
15) Butenandt u. Cobler, Diese Z. 284, 218 (1935). 
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Acetat abscheiden; aus 100 Liter Harn lassen sich etwa 20 mg 
in reiner Form gewinnen, das entspricht etwa der Ausbeute an 
reinstem Androsteron, die wir zu erzielen vermochten!*). Man 
geht wohl nicht fehl in der Annahme, daB mindestens die 
doppelte Menge dieser beiden Wirkstoffe urspriinglich im Aus- 
gangsmaterial zugegen ist. 


Dehydro-androsteron als Muttersubstanz fiir das Chlorketon C,,H,, OCI. 


Bei der Aufbereitung von Harn zur Darstellung der mannlichen 
Pragungsstoffe findet ein Erhitzen der Extrakte mit Salzsiure 
statt1”); dieser ProzeB fihrt zur Bildung halogenhaltiger Produkte, 
von denen ein ungesiattigtes Chlorketon C,jsH,,OCl am besten 
untersucht worden ist!*). Die Charakterisierung dieses Chlorketons 
war fiir die Konstitutionsermitt]ung des Androsterons von Be- 
deutung und fihrte zur Entdeckung des Dehydro-androsterons. 
Wir haben schon friher!*) auf die Méglichkeit hingewiesen, daB 
das Dehydro-androsteron die Muttersubstanz des Chlorketons dar- 
stellen kénnte; durch den Nachweis, daB betrachtliche Mengen 
von Dehydro-androsteron im Harn enthalten sind, gewinnt diese 
Deutung an Wahrscheinlichkeit. Die von uns aus Harn isolierten 
Mengen an Chlorketon (bis zu 8,7 mg aus 100 Litern) wiirden 
einer Umwandlung von etwa 10—20°/, des vorhandenen Dehydro- 
androsterons unter der Einwirkung von Salzsiure entsprechen. 


Um zu priifen, ob Dehydro-androstero nunter den Bedingungen, 
die wir bei der Aufarbeitung des Mannerharns anwandten, in das 
Chlorketon C,,H,,OCI] itibergeht, wurde krystallisiertes Dehydro- 
androsteron mit alkoholischer Salzsiure 2 Stunden zum Sieden 
erhitzt. Bei der Aufarbeitung wurden ~ 50°/, des Ausgangs- 
materials in halogenfreier, mit Digitonin fallbarer Form zurick- 
gewonnen !*); der Rest stellte ein schwer entwirrbares Gemisch von 
halogenhaltigen Stoffen dar, aus dem sich eine kleine Menge 
(~ 1°/,) des erwarteten Chlorketons in reiner Form isolieren lied. 
Nach diesem Ergebnis ist es nicht zweifelhaft, daB ein grofer 





16) Vgl. Butenandt u. Tscherning, Diese Z. 229, 184 (1934). 

17) Vgl. Butenandt u. Tscherning, Diese Z. 229, 173 u. 175 (1934). 

18) Butenandt u. Dannenbaum, Diese Z. 229, 192ff. (1934). 

19) Diese Z. 229, 197 (1934). 

198) Nur ein Teil dieser Fallung konnte als unverandertes Dehydro- 
androsteron identifiziert werden, nahere Angaben im experimentellen Teil 
dieser Arbeit. 
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Teil des im Harn vorhandenen Dehydyo-androsterons bei der 
friher bevorzugten Aufarbeitung durch die Behandlung mit Salz- 
siure unter Bildung halogenhaltiger Stoffe veraindert wird; unter 
diesen befindet sich zweifellos das Chlorketon C,,H,,OCI; die Frage, 
ob neben Dehydro-androsteron noch eine zweite Muttersubstanz 
fir die Bildung dieses Chlorketons verantwortlich ist, wird durch 
unsere bisherigen Versuche nicht beantwortet. 


Konstitutionsermittlung und kiinstliche Herstellung 
des Dehydro-androsterons. 


Die analytische Untersuchung des Dehydro-androsterons hatte 
ergeben, da8 in ihm ein einfach ungesattigtes, tetracyclisches Oxy- 
keton von Sterincharakter vorliegt; unter der sehr naheliegenden 
Annahme, da8 das Dehydro-androsteron dem Cholesterin im Bau 
entspricht, wurde ihm Forme! (II) als wahrscheinlichstes Bild seiner 
Konstitution zuerteilt?°). Durch Verkniipfung des Dehydro-andro- 
sterons mit bekannten Sterinen und Sterinderivaten ist diese 
Formel in allen Einzelheiten bestatigt worden. Der eine von uns 
hat am 16. I. 1985 vor der Medizinischen Gesellschaft in Berlin 
zum erstenmal iiber die eindeutig gesicherte Formel (II) des De- 
hydro-androsterons vorgetragen und betont, daB sich Dehydro- 
androsteron vom Androsteron nur durch das Vorliegen 
einer A-5,6-Doppelbindung und durch die raiumliche 
Stellung der Hydroxylgruppe am C, unterscheidet?). 
Diese Ergebnisse sind auf folgenden Wegen erzielt worden: 


a) Analytische Konstitutionsermittlung. 


Durch die bereits oben erwahnte Feststellung von Schoeller, 
Serini und Gehrke§), daB Dehydro-androsteron mit Digitonin 
fallbar ist, war ein erster Hinweis auf die Stellung der Hydroxy!}- 
gruppe gegeben; es ist bekannt, da8 im allgemeinen?*) nur die- 
jenigen Sterine und Sterinderivate schwerldsliche Additionsver- 
bindungen mit Digitonin bilden, die eine Hydroxylgruppe am C; 
in emer dem Cholesterin entsprechenden Konfiguration besitzen. 
Die Giltigkeit dieser Regel fiir das Dehydro-androsteron folgt 





20) Butenandt u. Dannenbaum, Diese Z. 229, 196 (1934). 

21) Butenandt, Dtsch. med. Wschr. 1985, 781. 

22) Uber den Geltungsbereich dieser Regel vgl. E. Fernholz, Diese Z. 
232, 97 (1935); und A. Butenandt u. L.Mamoli, Ber. chem. Ges. 68, 
1847 (1935). 
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aus der Tatsache, daB das Dehydro-androsteron bei vorsichtiger 
katalytischer Hydrierung unter Absattigung der Doppelbindung 
in Iso-androsteron (VIII) iibergeht ***), das sich vom Androsteron 
in der réumlichen Stellung der Hydroxylgruppe unterscheidet. 
Iso-androsteron (3-Oxy-atio-allo-cholanon-17) ist durch seine Ver- 
kniipfung mit Dihydrocholesterin**) und allo-Pregnanolon*4) in 
seiner Konstitution genau bekannt. Nach diesem Ergebnis ist 
die Formel (II) fiir Dehydro-androsteron bis auf die Lage der 
Doppelbindung gesichert; diese noch offene Frage hat durch die 
Darstellung des Dehydro-androsterons aus Cholesterin Beantwor- 
tung gefunden. 


b) Die Darstellung des Dehydro-androsterons 
aus Sterinen. 


Die Darstellung des Dehydro-androsterons aus Sterinen ist 
von sehr vielen Seiten bearbeitet worden. Unseres Wissens haben 
Schoeller, Serini, Gehrke und Logemann*4) als 
erste gefunden, daB durch Oxydation von Cholesterin- 
acetat-dibromid (V) mit Chromsiure die Seitenkette des 
Cholesterins (IV) in untergeordneter Reaktion durch eine 
Oxogruppe ersetzt werden kann; das zunachst entstehende De- 
hydro-androsteronacetat-dibromid (VI) liefert nach der 
Entbromung das iber ein Semicarbazon abtrennbare De- 
hydro-androsteron-acetat (VII), das durch Verseifung in 
Dehydro-androsteron (IJ) tibergeht. Wir verdanken Herrn 
Schoeller die private Mitteilung der Methode; wir haben sie 
seit dem Ende des letzten Jahres fortlaufend benutzt, um De- 
hydro-androsteron zu bereiten, nachdem wir uns durch einen sorg- 
faltigen Vergleich des kiinstlichen Produktes mit dem natiirlichen 
von der Identitaét beider Stoffe iiberzeugt hatten. Durch das 
Ergebnis dieses Abbaus wurde die Konstitution des Dehydro-andro- 
sterons in allen Einzelheiten festgelegt: Dehydro-androsteron 
entspricht inseiner Konstitutionund inseinem sterischen 





328) Dieser Befund ist bereits friiher von uns mitgeteilt worden [Diese Z. 
234, 221 (1935)]. 

23) L. Ruzicka u. Mitarb., Helvet. chim. Acta 17, 1393, 1395 (1934). 

24) Butenandt u. Cobler, Diese Z. 284, 218 (1935). 


24a) Vol. D.R.P.-Anmeldung Sch. 105269 IV c/12 04 und 105272 IV | 


c/12 04 der Schering-Kahlbaum-A.-G. vom 29. September 1934. 
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Bau vollkommen dem Cholesterin, aus dem es durch 
Ersatz der Seitenkette durch eine Oxogruppe hervor- 
geht; systematisch ist es als 8-Oxy-4*®°-aitiocholenon-(17) 
zu bezeichnen. 
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Dieses Ergebnis des Cholesterinabbaus ist ohne Angabe der 
experimentellen Einzelheiten bekanntgegeben**); es hat in der 
Zwischenzeit — in unabhangiger Arbeit anderer Forschungs- 
kreise — eine vielseitige Bestitigung erfahren. So haben 
L. Ruzicka und A. Wettstein*®) das Dehydro-androsteron 
nach prinzipiell gleichem Verfahren dargestellt; R. V. Oppen- 
auer*’) hat gezeigt, daB man die Methodik auch auf Sitosterin 
anwenden kann, und ganz kiirzlich haben noch E. §. Wallis und 
E. Fernholz?®) ihr Interesse an dem von uns entdeckten Wirk- 
stoff durch eine Ver6ffentlichung iiber eine gleichartige Darstellung 
von Dehydro-androsteron aus Cholesterin bekundet! 


Wir selbst haben im Laufe dieses Jahres zahlreiche Serien- 
versuche iiber den oxydativen Abbau des Cholesterins zum De- 
hydro-androsteron angestellt. Durch Anderung aller variations- 
fahigen Bedingungen haben wir versucht, die sehr geringen Aus- 
beuten an Ketonen zu erhéhen; die bisher besten Ergebnisse er- 
zielten wir durch Oxydation des Cholesterindibromidacetates mit 
Chromtrioxyd in schwefelsaurer Lésung. Im Versuchsteil geben 
wir ein Beispiel dieser Arbeitsweise wieder; sie gestattet, aus 21 ¢ 
Cholesterin-acetat 840 mg an krystallisiertem Semicarbazon zu ge- 
winnen, die nach der Spaltung und Verseifung etwa 385 mg an 
reinem Dehydro-androsteron liefern. Dieses Ergebnis entspricht 
einer Ausbeute von 2,8°/, d. Th. In keiner der zitierten Literatur- 
stellen finden sich Angaben iiber die Ausbeute an reinem Dehydro- 
androsteron; nach unseren Erfahrungen diirfte sie in allen bisher 
bekannt gewordenen Verfahren geringer sein. 

An Stelle von Cholesterin (oder Sitosterin) kann man auch 
Stigmasterin als Ausgangsmaterial benutzen. Stigmasterin- 
acetatdibromid liefert bei der Oxydation unter entsprechenden 
Bedingungen etwa die gleichen Anteile an Dehydro-androsteron. 
Wahrend sich bei der Oxydation von Cholesterin neben dem ge- 
suchten Keton die 45-8-Oxy-cholensiure * 28) C,,H3,0, (IX) 
bildet, faBt man beim Abbau des Stigmasterins die interessante 
A’-3-Oxy-bisnor-cholensaéure**®) C,.H3,0, (X), die schon 
friher als Ausgangsmaterial zur Darstellung des Corpus luteum- 
25) Schoeller, Serini, Gehrke, Naturw. 28, 337 (1935); Butenandt, 
Dtsch. med. Wschr. 1985, 781 (Vortrag 16. I. 1935 in Berlin). 

26) Helvet. chim. Acta 18, 986 (1935). 

27) Nature 185, 1039 (1935). 

28) J. Amer. Chem. Soc. 57, 1504 (1935). 

39) E. Fernholz, Liebigs Ann. 507, 128 (1933). 
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Uber Dehydro-androsteron. 


Hahnenkammtest mit 4 mg ohne physiologische Wirkung. 


Uberfiihrung des Dehydro-androsterons in Androsteron. 


Versuche zur Uberfiihrung von Dehydro-androsteron in Andro- 
steron haben in zweierlei Hinsicht Interesse; einmal ist nach den 
geschilderten Ergebnissen das Dehydro-androsteron ein aus Chole- 
sterin verhaltnismaBig leicht zugangliches Ausgangsmaterial fiir 
die Darstellung von Vertretern der Androsterongruppe, zum 
anderen ist des 6fteren die Moglichkeit diskutiert worden, daB 
Dehydro-androsteron auch im Organismus die Rolle eines Zwischen- 
produktes bei dem Abbau des Cholesterins zum Androsteron spielt. 

Wir wollen im vorliegenden Zusammenhang nur darauf hin- 
weisen, daB bereits durch die bisher geschilderten Versuchsergeb- 
nisse ein Weg zur Darstellung von Androsteron aus Dehydro- 
androsteron gewiesen ist. In der vorliegenden Arbeit ist gezeigt, 
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daB Dehydro-androsteron in das friiher aus Mannerharn dar- 
gestellte Chlorketon (XII) zu verwandeln ist, und die Uberfiih- 
rung dieses Chlorketons in Androsteron ist der Gegenstand einer 
friiheren Mitteilung gewesen*!). Da der Umsatz des Dehydro- 


30) Butenandt, Westphal u. Cobler, Ber. chem. Ges. 67, 1611, 2085 
(1934); E. Fernholz, Ber. chem. Ges. 67, 1855, 2027 (1934). 

31) Butenandt u. Dannenbaum, Diese Z. 229, 192 (1934). 
5* 
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androsterons mit Salzsiure nur in sehr geringer Ausbeute zum 
gewiinschten Chlorketon fiihrt, haben wir einige Versuche unter 
Verwendung anderer Chlorierungsmittel angestellt und gefunden, 
daB u. a. die Emwirkung von Thionylchlorid auf Dehydro-andro- 
steron in der Kalte ebenfalls eine Uberfiihrung in das Chlor- 
keton (XII) gestattet. 


Die Umwandlung von Dehydro-androsteron in Androsteron 
besteht in der Absattigung der Doppelbindung und einer Epi- 
merisierung der Hydroxylgruppe; die Reaktion verliuft nach der 
in den Formeln (XI)—(XIV) wiedergegebenen Weise: Dehydro- 
androsteron (XI) wird durch Behandlung mit Thionylchlorid 
in das Chlorketon C,,H,,OCI (XII) verwandelt; dieses wird ins 
Dihydro-chlorketon C,gH,OCl (XIII) vom Schmelzp. 178° 
ubergefiihrt, das beim Behandeln mit Kaliumacetat das Andro- 
steron-acetat (XIV) liefert. 


Wie ersichtlich, gelingt die Umwandlung des Dehydro-andro- 
sterons in Androsteron auf diesem Wege nur, weil beim Aus- 
tausch der Hydroxylgruppe durch Cl oder bei dessen 
Ersatz durch OCOCH, eine Waldensche Umkehr eintritt. 
Ks ist noch ungewiB, in welcher Stufe der Reaktion die Epimeri- 
sierung erfolgt; nach den im Steringebiet bisher vorliegenden Er- 
fahrungen darf man als wahrscheinlich ansehen, daB die Walden- 
sche Umkehr beim Umsatz des gesattigten Chlorketons mit 
Kaliumacetat eintritt und daB das ungesattigte Chlorketon 
CygH.,OC] vom Schmelzp. 157° (wie das Dehydro-androsteron) 
der normalen (nicht der epi-) Reihe angehért. Zur sicheren 
Entscheidung dieser Frage wiirden jedoch weitere Untersuchungen 
notwendig sein??), 


Die vorliegenden, im Laufe des letzten Jahres durchgefiihrten Unter- 
suchungen wurden ermdglicht durch die Unterstiitzung von seiten der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft, der Rockefeller-Foundation 
und der Schering-Kahlbaum A.-G., Berlin. Der eine von uns 





$2) L. Ruzicka, H. Wirzu. I. Meyer[Helvet. chim. Acta 18, 998 (1935)] 
haben ,,Sterische Umkehrungen am Kohlenstoff 3 der Sterine und mannlichen 
Sexualhormone“ eingehend diskutiert und weitere Versuche zu dieser Frage 
angekiindigt. 


Zusatz bei der Korrektur: Inzwischen hat Russell E. Marker 
wichtige experimentelle Beitrige zu dieser Frage bekannt gegeben; vegl. 
J. Amer. Chem. Soc. 57, 1755 (1935). 
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(H, Dannenbaum) hat der Deutschen Forschungsgemeinschaft fir 
ein Stipendium zu danken. 

Die physiologischen Versuche wurden von Frl. D. von Dresler und 
Fri. U. Meinerts in der Biochemischen Abteilung unseres Instituts durch- 
gefihrt. Herr J. Paland hat uns bei den Versuchen zur kiinstlichen Dar- 
stellung des Dehydro-androsterons wertvolle Hilfe geleistet. 


Beschreibung der Versuche. 


Dehydro-androsteron-acetat. 55,7 mg Dehydro-androsteron wurden 
20 Minuten mit iiberschiissigem Essigsaureanhydrid zum Sieden erhitzt. Die 
Reaktionslésung wurde mit Wasser und einigen Tropfen Pyridin versetzt 
und 2 Stunden auf siedendem Wasserbad erwarmt. Das sich in filtrierbarer 
Form abscheidende Acetat wurde scharf getrocknet: 63 mg vom Schmelzp. 165 
bis 168°. Die Reinigung erfolgte durch dreimaliges Umldésen aus verdiinntem 
Aceton: Schmelzp. 168—169° (unkorr.), [«]}® =-+- 3,9° (in Alkohol). 


3,049 mg Subst.: 8,515 mg CO,, 2,440 mg H,O. 


C.,H3 903 Ber. C 76,31 H 9,16 
Gef. ,, 76,16 », 8,96. 


Dehydro-androsteron-oxim. 51,5 mg Dehydro-androsteron wurden 
mit einer heiBen Reagenzlésung, bereitet aus 500 mg Hydroxylaminhydro- 
chlorid, 500 mg Natriumacetat und 10 ccm 96°/,igem Alkohol, iibergossen 
und 11/, Stunde unter RiickfluB gelinde gekocht; die konzentrierte Reaktions- 
losung wurde vorsichtig mit Wasser angespritzt. Das in Prismen krystalli- 
sierende Oxim wurde aus verdiinntem Alkohol umgelést. Ausbeute 53,5 mg, 
Schmelzp. 188—191° (unkorr.). 


3,381 mg Subst.: 0,135 cem N, (21°C; 751 mm Hg). 
C,,H,,0=NOH Ber. N 4,62 Gef. N 4,58. 


Dehydro-androsteron-semicarbazon. 55,3 mg Dehydro-androsteron 
wurden mit einer heiBen Reagenzlésung, bereitet aus 500 mg Semicarbazid- 
hydrochlorid, 500 mg Natriumacetat und 10 ccm Alkohol, tibergossen und 
11/, Stunde auf dem Wasserbad erwirmt. Das Semicarbazon fiel in feinen 
Nadeln aus, die Abscheidung wurde nach beendeter Reaktion durch vorsich- 
tigen Wasserzusatz vervollstindigt. Das Produkt wurde aus wenig heiBem 
Pyridin durch Zusatz von siedendem Methanol umgelést. Ausbeute 64,3 mg, 
Zersetzungspunkt 262—264°. 


2,806 mg Subst.: 0,285 com N, (21,5°C, 747 mm Hg). 
C,,5H,,0=N-NHCO:-NH, Ber. N 12,2 Gef. N 11,6. 


Darstellung des Dehydro-androsterons aus Mannerharn. Aus 240 g 
Chloroform-Rohextrakt (entsprechend 300 Liter Mannerharn) wurden 21,5 g 
neutrale Anteile dargestellt; nach der Behandlung mit Wasserdampf wurde 
das Material durch 2stiindiges Erhitzen mit 2n methylalkoholischer Kalilauge 
verseift®8), Die unverseifbaren Anteile (10,37 g) wurden in etwa 150 ccm 





33) Die Darstellung der unverseifbaren Anteile geschah nach der von 
Butenandt u. Tscherning [Diese Z. 229, 174 (1934)] angegebenen Methode. 
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90°/,igem Alkohol gelést und mit einer alkoholischen Digitoninlésung versetzt 
(2,7 g Digitonin in 243 com Alkohol und 27 com Wasser): Die Digitonin- 
fallung wurde getrocknet, in Pyridin gelést und mit absolutem Ather gefallt; 
n der Mutterlauge des regenerierten Digitonins fanden sich 0,74 g an mit 
Digitonin fallbaren Anteilen, aus denen durch Umsatz mit Semicarbazid die 
Ketonfraktion als Semicarbazon (269 mg vom Zersetzungspunkt 269—70°) 
abgetrennt wurde. Die nicht mit Semicarbazid reagierenden Anteile bestehen 
gréBtenteils aus Cholesterin; das Semicarbazon wurde durch Erwarmen 
mit verdiinnter alkoholischer Schwefelsiure gespalten: es resultierten 200 mg 
an Spaltprodukten, die durch Hochvakuumsublimation und durch Umkry- 
stallisieren aus verdiinntem Aceton gereinigt wurden. Sie schmolzen konstant 
bei 149—151° und lieferten weder mit Dehydro-androsteron (Schmelzp. 148°), 
noch mit Isoandrosteron (Schmelzp. 171/72°) eine Schmelzpunktsdepression. 
Das vorliegende Mischkrystallisat wurde durch Erwarmen mit Essigsaure- 
anhydrid acetyliert: 154 mg Rohacetat vom Schmelzp. 154—156°. Durch 
6faches Umlésen aus verdinntem Alkohol wurden aus dem Rohacetat 61 mg 
reines Dehydro-androsteron-acetat vom Schmelzp. 167° erhalten. Die Ge- 
samtmenge des vorhandenen Dehydro-androsterons kann auf 120—150 mg 
geschatzt werden. 


Uberfiihrung des Dehydro-androsterons in das Chlorketon C,,H,, OCI. 
— a) Mit Salzsiure. 1g Dehydro-androsteron wurde mit 50 ccm kalt 
gesattigter, methylalkoholischer Salzsiure iibergossen und 2 Stunden in ge- 
lindem Sieden erhalten; eine zunachst auftretende rote Farbung verblaBte 
im Verlauf der Reaktion zu hellgelb, wihrend sich ein schwer ldslicher, teil- 
weise krystalliner Niederschlag an der Kolbenwand abschied. Nach beendeter 
Reaktion wurde auf - 10° abgekiihlt und dekantiert; der ungeléste Riick- 
stand (a) betrug 0,282 g. Die Mutterlauge (b) wurde mit Wasser verdiinnt 
und mit Ather aufgenommen: 0,72 g. — Beide Anteile wurden fiir sich in 
90°/, Alkohol gelést und mit tberschiissigem Digitonin (1°/,ige Lésung in 
90°/,igem Alkohol) gefallt: wahrend der schwerlésliche Riickstand (a) mit 
Digitonin praktisch keine Fallung gab, lieB sich aus dem Mutterlaugenpro- 
dukt (b) 1,378 g Digitonid isolieren, aus dem sich durch Zersetzen mit Pyridin- 
Ather 100 mg Dehydro-androsteron zuriickgewinnen lieB*™). — Die mit 
Digitonin nicht fillbaren Anteile von (a) und (b) wurden vereinigt, zur Trockne 
gebracht und mit Ather ausgekocht; die in Ather léslichen Anteile (0,466 mg) 
waren halogenhaltig, zeigten aber keine Neigung zur Krystallisation. Sie 
wurden durch Hochvakuumsublimation (130—150°, 10-*mm) und durch 
wiederholtes Umkrystallisieren aus verdiinntem Aceton und verdiinntem 
Alkohol fraktioniert; auf diese Weise wurden 10,8 mg an reinem Chlorketon, 
C,»H,,OCI, vom Schmelzp. 154° erhalten, das mit dem friiher aus Harn be- 
reiteten identisch ist (Mischprobe). [a]p!® = +- 20° (+ 4°). 


5,298 mg Subst.: 2,420 mg AgCl. 
C,,H,,0Cl Ber. Cl 11,53 Gef. Cl 11,30. 


88*) Das Dehydro-androsteron wurde in Form von 135 mg seines Ben- 
zoates isoliert; der Rest der Digitoninfallung (350 mg) krystallisiert schwer, 
er enthalt offenbar halogenfreie Umwandlungsprodukte des Dehydro-andro- 
sterons. 
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b) Mit Thionylchlorid; 51,7 mg Dehydro-androsteron wurden mit 
93,6 mg trocknem Calciumcarbonat (gefallt) und 3 ccm absolutem Ather 
versetzt und in einem DewargefaiB bei + 14°C gehalten. Unter Riihrung 
wurde vorsichtig 1 com Thionylchlorid langsam eingetropft und das Reaktions- 
gemisch 4 Stunden bei 14° sich selbst iiberlassen. Bei gleicher. Temperatur 
wurden Ather und restliches Thionylchlorid abgedunstet, der Riickstand 
wurde anschlieBend mit Ather aufgenommen; die in Ather léslichen Anteile 
wurden durch Hochvakuumsublimation gereinigt. Bei 85—100° (0,001 mm Hg) 
ging ein schén krystallisiertes, halogenhaltiges Krystallisat iiber, das mehr- 
fach aus verdiinntem Aceton umgelést wurde. Schmelzp. 154°; der Vergleich 
mit Chlorketon C,,H,,OCI ergab die Identitat beider Stoffe. 


Hydrierung des Dehydro-androsterons: Isoandrosteron. 50 mg 
Dehydro-androsteron vom Schmelzp. 137—147° wurden mit 1°/,igem Palla- 
dium-Calciumcarbonat-Katalysator**) in methylalkoholischer Lésung in einer 
Wasserstoffatmosphare bis zur Beendigung der Wasserstoffaufnahme ge- 
schiittelt. Nach dem Verdampfen des Lésungsmittels wurde der Riickstand 
mit Semicarbazid umgesetzt; das Semicarbazon (47,4 mg) wurde mit ver- 
diinnter alkoholischer Schwefelséure gespalten. Das resultierende Iso-andro- 
steron wurde aus verdiinntem Alkohol umgelést: 30 mg vom Schmelzp. 171 
bis 172° [Mischprobe mit Iso-androsteron aus Stigmasterin*®)]. [«]p = -+ 91°. 


4,660 mg Subst.: 13,140 mg CO,, 4,330 mg H,O, 0,006 mg Rest. 


C,5H3,02 Ber. C 78,57 H 10,41 
Gef. ,, 78,79 » 10,41. 


Abbau des Cholesterins zum Dehydro-androsteron (und zur 3-Oxy- 
A=-cholenséiure). — Oxydation: 26 g Cholesterin-acetat wurden in 
1550 ccm Eisessig gelést und mit einer Lésung von 3 ccm Brom in 50 ccm 
Kisessig versetzt. Innerhalb von 1 Stunde wurde aus 2 Tropftrichtern unter 
kraftigem Riihren bei 50° Wasserbadtemperatur eine Lésung von 60 g Chrom- 
trioxyd in 180 ccm Eisessig und 70 com Wasser und eine solche von 11,2 ccm 
konzentrierter Schwefelsiure in 150 ccm LElisessig tropfenweise zugegeben. 
Nach dem Zufiigen der Reagentien wurde unter gleichbleibender Riihrung 
3 Stunden bei 50° nachoxydiert. Durch titrimetrisches Verfolgen der Reaktion 
wurde festgestellt, daB nach dieser Zeit keine wesentliche Abnahme der Chrom- 
saurekonzentration mehr stattfindet. 


Nach Beendigung der Reaktion wurde die Oxydationslésung unter 
Riihren mit 20g Kaliumacetat (gelést in 200 ccm Eisessig) und 200 ccm 
Methanol versetzt, anschlieBend im Vakuum bis auf 200 ccm eingeengt, 
mit 1,5 Liter Wasser verdiinnt und erschépfend mit Ather extrahiert. Die 
itherische Lésung wurde 2mal mit Wasser, 2mal mit verdiinnter Natron- 
lauge und 2mal mit waBriger Salzsiure gewaschen. Nach dem Eindampfen 
der atherischen Lésung resultierten die gebromten Neutralanteile der 


Oxydation. 


Entbromung: Die gebromten Neutralanteile wurden in 60 ccm Eis- 
essig aufgenommen, portionsweise mit 20 g Zinkstaub versetzt und 10 Minuten 





34) Busch, Z. angew. Chem. 47, 536 (1934). 
35) Butenandt u. Cobler, Diese Z. 284, 223 (1935). 
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auf siedendem Wasserbad erwérmt. Die filtrierte Reaktionslésung wurde mit 
Wasser verdiinnt und mit Ather ausgeschiittelt. Ausbeute an entbromten 
Neutralanteilen: 7,0 g. 


Abtrennung der Ketonfraktion: Die Neutralanteile wurden in 
40 ccm Athanol gelést, mit einer alkoholischen Lésung von iiberschiissigem 
Semicarbazidacetat (dargestellt aus 4 g Natriumacetat und 4 g Semicarbazid- 
hydrochlorid) versetzt und 3—4 Stunden zum Sieden erhitzt. Die Reaktions- 
lésung wurde hei8 in Wasser gegossen und mit Ather geschiittelt; aus der 
aitherischen Lésung wurden 5g Cholesterinacetat zuriickgewonnen, die 
ungelésten Semicarbazone wurden filtriert und mit Ather gewaschen. Aus- 
beute 840 mg, Schmelzp. 260—262°. 


Spaltung der Semicarbazone: 840 mg Semicarbazon wurden mit 
50 ccm Spaltungsreagens (75 cem Athanol, 15 com Wasser und 10 ccm kon- 
zentrierter Schwefelsiure) 30 Minuten zum Sieden erhitzt; nach dem Ein- 
gieBen in 1/, Liter Eiswasser wurde mit Ather aufgenommen. Um die Ver- 
seifung der Acetatgruppe zu vervollstandigen, wurde anschlieBend 1 Stunde 
mit 50ccm 2n methylalkoholischer Kalilauge erwirmt: Ausbeute 452 mg 
Ketonanteile. 

Diese Ketonfraktion wurde durch Hochvakuumsublimation und durch 
Umldésen aus Aceton/Petrolither und verdiinntem Aceton gereinigt. Gesamt- 
ausbeute: 384,4 mg Dehydro-androsteron von den auf S. 59 angegebenen 
EKigenschaften. Unter Beriicksichtigung der 5 g Cholesterinacetat, die unver- 
andert zuriickgewonnen wurden, entspricht diese Ausbeute 2,78°/, der Theorie. 


3,130, 4,095 mg Subst.: 9,075, 11,885 mg CO,, 2,770, 3,590 mg H,0. 


CysH.0, Ber. C 79,11 H 9,79 
Gef. ,, 79,07, 79,15  ,, 9,90, 9,81. 


Physiologische Wirksamkeit des Dehydro-androsterons aus Cholesterin 
im Hahnenkammtest. 





























Gewicht caad Gesamt-| °/) Wachstum “lo "lo durch- 
a des ie dosis | der Kammfliche |Héchst-| schnittl. 
Kapauns 2 Tagen)| in Speen | wachs- | Héchst- 
in g in ¥ 3. Tag | 4.Tag | tum |wachstum 
25.11. | 1825 184 | 140 | 184 | 
1935 2000 550 1100 11,7 18,0 18,0 20,7 
2000 12,8 | 25,6 25,6 f 
| 
25. II. 2125 52 | 10,4 10,4 
1935 2150 600 1200 7,45 | 14,9 14,9 18,9 
2400 26,3 31,3 31,3 
25. IV. 2650 19,8 | 29,3 29,3 
1935 2200 600 1200 12,6 12,6 12,6 18,7 
2050 9,65 | 13,0 14,0 
25. II. 2450 16,4 | 21,6 21,6 
1985 2450 650 1300 | 14,0 | 28,5 23,5 20,7 
2400 11,5 16,9 16,9 










































23 














Uber Dehydro-androsteron. 73 


3-Oxy-4°*-cholenséure**). Neben Dehydro-androsteron entsteht bei 
der Oxydation des Cholesterins die 3-Oxy-45-cholensiure (IX), die aus den 
sauren Anteilen der Aufarbeitung (vgl. oben) darstellbar ist. 


Die gebromten Sauren der Oxydation wurden nach der oben fiir die 
Neutralfraktion angegebenen Weise entbromt; 35 g Cholesterinacetatdibromid 
lieferten etwa 11,8 g entbromte Saéuren. Zur Isolierung der 3-Oxy-A5-cholen- 
siure wurde das Rohprodukt 1/, Stunde mit Essigsiureanhydrid erwarmt und 
anschlieBend aus verdiinntem Eisessig oder verdiinntem Alkohol umkrystalli- 
siert; auf diesem Wege lieB sich aus 11,8 g Rohprodukt etwa 1 g an reiner 
3-Acetoxy-A45-cholensiure vom Schmelzp. 181° (unkorr.) darstellen, die 
nach der Verseifung die freie Oxysiure vom Schmelzp. 224° (unkorr.)*’) 
lieferte. Die Saure zeigt eine positive Liebermann-Burchard-Reaktion 
(blauviolett mit Umschlag nach Griin). 


4,667, 4,688 mg Subst.: 13,195, 13,270 mg CO,, 4,310, 4,340 mg H,O. — 
0,243, 0,891 mg Subst. in 3,220, 4,250 mg Campher, A = 7,9, 9,5°. 


(,,Hyg0, Ber. C 76,94 H 10,47 M = 374,3 
Gef. ,, 77,15, 77,22  ,, 10,34, 10,36 ,, = 382, 388. 


Methylester der 3-Acetoxy-A5-cholensaure: Dargestellt aus 
{ohsaure durch Veresterung mit Diazomethan, Destillation im Hochvakuum 
(180—220°, 10-? mm) und Krystallisation aus Essigester-Methanol, Glan- 
zende Blattchen vom Schmelzp. 156—157° (unkorr.). 


4,683 mg Subst.: 12,955 mg CO,, 4,180 mg H,O. 


C,,H,,0(0-CO-CH,)(O-CH,) = C,,H,.0, Ber. C 75,30 H 9,83 
Gef. ,, 75,45 ,, 9,99. 


Bromtitration des Acetoxy-cholensauremethylesters: 5,64 mg 
Substanz wurden mit 5 ccm einer titrierten Brom-—Eisessiglésung versetzt 
und 10 Minuten im diffusen Tageslicht sich selbst iiberlassen; danach wurde 
mit verdiinnter Schwefelsiure und Jodkalilésung versetzt und nach 3 Minuten 
mit Thiosulfat titriert. 5,64 mg Substanz verbrauchen 2,13 mg Brom. Pro 
Mol Brom berechnet sich 430,3 g Substanz, gefunden 423,7. 


Abbau des Stigmasterins zum Dehydro-androsteron (und zur 3-Oxy- 
A*=bisnor-cholensaure). 27 g Stigmasterinacetat wurden in 70 ccm 
Tetrachlorkohlenstoff gelést und mit 3 cem Brom in 30 ccm Tetrachlorkohlen- 
stoff versetzt. Diese Lésung des Stigmasterinacetat-dibromids wurde innerhalb 
von 1 Stunde unter kraftigem Riihren zu einer Auflésung von 74 g Chrom- 
siure in 50 com Wasser und 1450 ccm Eisessig von 45° gegeben und weitere 
7 Stunden unter Riihren bei 45° belassen. Stiindliche Titrationen ergaben 
folgenden Verbrauch an Chromsaure: 


86) Vgl. Ruzicka u. Wettstein, a.a.0O., und Wallis u. Fernholz, 
aa. O. 


87) Ruzicka u. Wettstein geben 241/42° (korr.), Wallis u. Fernholz 
230° an. 
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74 A. Butenandt u. Mitarbeiter, Uber Dehydro-androsteron. 





Gehalt an CrO, Abnahme 
in g in g 














Beginn der Oxydation 74,235 _ 
Nach 1 Stunde 50,80 23,48 
» 2 Stunden 44,45 6,35 

a 42,95 1,50 
a 42,20 0,75 
40,08 2,17 

, 89,55 0,48 
39,51 0,04 


”? 
Gesamtverbrauch: 34,72g¢ Cr0, 
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Die Oxydationslésung wurde unter Hiskiihlung mit 250 ccm Methanol 
versetzt und im Vakuum bei 45° eingedampft; der Riickstand wurde mit 
einer Mischung von 100 ccm konzentrierter Schwefelsiure, 100 com Wasser 
und 100 ccm Athanol in Lésung gebracht, mit 1,5 Liter Wasser verdiinnt 
und mit Ather ausgeschiittelt. Dabei schieden sich 2,6 g unlésliches Stigma. 
sterintetrabromid ab. — Die atherische Lésung wurde durch Ausschiitteln 
mit 1n-Natronlauge in saure und neutrale Anteile getrennt. 

Ausbeute an gebromten Neutralanteilen: 14 g. 

Ausbeute an gebromten Sauren: 12 g. 

Die Aufarbeitung der entbromten Neutralanteile (8,5 g) auf Dehydro- 
androsteron erfolgte in der beim Cholesterinabbau angegebenen Weise. 

Aus den entbromten Sauren (6,5 g), die bei 100—150° schmolzen, wurde 
durch Ausschiitteln ihrer aitherischen Lésung mit 2n-Natronlauge das schwer 
lésliche Natriumsalz der Acetoxy-bisnor-cholensaure dargestellt, das in 
die freie Saure iibergefiihrt wurde**). Durch Umlésen aus verdiinntem Aceton 
und verdiinntem Dioxan wurden 45 mg der reinen Acetoxy-bisnor-cholen- 
saure erhalten, die durch Verseifung die 3-Oxy-A5-bisnor-cholensaure 
lieferte (Mischproben). 





38) Fernholz, Liebigs Ann. 507, 128 (1933). 


























Uber Androstendion, 
einen hochwirksamen mannlichen Pragungsstoff. 


Ein Beitrag zur Genese der Keimdriisenhormone. 


Von 


Adolf Butenandt und Helmut Kudszus. 
Mit 4 Figuren im Text und auf Tafel IV. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Danzig-Langfuhr.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. September 1935.) 


Wie die Entwicklung der letzten Monate deutlich zeigte, hat 
die chemische Erforschung der Keimdriisenhormone durch die 
Entdeckung des Dehydro-androsterons’) (II) einen neuen Jmpuls 
erhalten. Da dieses Oxyketon C,,H,,O, in seinem Siattigungsgrad 
zwischen dem minnlichen Pragungsstoff A ndrosteron(IV) C,,H,,0, 
und dem weiblichen Prigungsstoff Oestron (III) C,,H,,0, steht, 
hat der eine von uns schon in der ersten Mitteilung’) iiber De- 
hydro-androsteron auf die Méglichkeit hingewiesen, daB dem neuen 
Wirkstoff eine Bedeutung fiir die Genese der minnlichen und 
weiblichen Prigungsstoffe zukommen kénne. Durch die Feststellung, 
daB das Dehydro-androsteron in seiner Konstitution und in seinem 
riumlichen Bau dem Cholesterin (I) véllig entspricht und aus 
diesem weit verbreiteten tierischen Sterin lediglich durch Ersatz 
der Seitenkette durch eine Oxogruppe darstellbar ist*), hat diese 
Auffassung an Wabhrscheinlichkeit gewonnen. 

Androsteron (IV) und Oestron (III) kénnen ebenso wie das 
Corpus luteum-Hormon Progesteron’‘) (VIII) chemisch als Ab- 
kémmlinge der Sterine definiert werden; schon auf Grund ihrer 
Konstitution sind sie als Glieder des natiirlichen Sterinstoffwechsels 
anzusprechen, und es liegt auf der Hand, in dem (als primiren 


1) Butenandt u. Dannenbaum, Diese Z. 229, 192 (1934). 

*) Butenandt, Verh. dtsch. Ges. inn. Med., Wiesbaden 46, 291 (1934); 
Wien. klin. Wschr. 1934, Nr. 29—30. 
5) Vgl. voranstehende Mitteil. und die dort angegebene Literatur. 
*) Diese Z. 227, 84 (1984); Ber. chem. Ges. 67, 2085 (1934). 
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Zellbestandteil bekannten) Cholesterin die Muttersubstanz fiir alle 
bisher isolierten Keimdriisenhormone zu sehen. Diese Beziehung 
findet eine Parallele in dem Verhiltnis der Gallensiuren zum 
Cholesterin und steht nicht im Widerspruch zu Beobachtungen, 
die beispielsweise tiber Zusammenhinge zwischen Cholesterin- und 
Follikelhormonspiegel angestellt wurden. Sieht man im Cholesterin 
die Muttersubstanz fiir die Keimdriisenhormone, so sind natur- 
gemiB viele Wege denkbar, auf denen der Abbau des Cholesterin- 
molekiils zu den Hormonen vor sich gehen kann. Um eine be- 
griindete Vorstellung von diesem Reaktionsweg zu erhalten, haben 
wir seit langem nach Sterinderivaten im Organismus gesucht, die 
zwanglos als Zwischen- oder Nebenprodukte des Cholesterinabbaues 
angesprochen werden kénnen. Tatsiichlich wurde eine ganze Reihe 
solcher Stoffe aufgefunden und auf der Basis ihrer Konstitution 
lieB sich im Herbst des letzten Jahres erstmalig ein Abbau- 
schema) des Cholesterins entwerfen, das die Entstehung 
aller dieser Stoffe zu erkliren erlaubt und daher nach unseren 
gegenwartigen Kenntnissen als der wahrscheinlichste Weg des 
Cholesterinabbaues im Organismus angesehen werden kann. Wir 
betrachten die gegebene Auffassung als eine wohlbegriindete 
Arbeitshypothese, die nach vielen Richtungen einer 
experimentellen Priifung zuginglich ist. 

Die in vorliegender Veréffentlichung beschriebenen Versuche 
bedeuten einen Schritt zu dem Ziel, unsere Vorstellungen vom 
Cholesterinabbau experimentell zu stiitzen und ihres hypothetischen 
Charakters zu entkleiden. Die Ergebnisse wurden am 3. Juli d.J. 
auf der Hauptversammlung des Vereins Deutscher Chemiker in 
Kénigsberg*) vorgetragen und sind teilweise in einer vorlaufigen 
Mitteilung’) im Druck erschienen. 

In unserem Schema des Cholesterinabbaues'), das die Gruppe 
der Gallensiituren, des Progesterons, Oestrons und Androsterons 
umfaBt, haben wir das Dehydro-androsteron als Zwischen- 
produkt bei der Entstehung des Androsteron- und des 
Oestrontypus im Sinne der folgenden Reihe aufgefaBt: 


5) Butenandt, ,,Formelschematische Beziehungen der Keimdriisen- 
hormone zu den Sterinen“, Mitteil. des Universititsbundes Géttingen 15, 
H. 2 (1934); Vortrag Berlin 16. 1. 35, Dtsch. med. Wschr. 1935, 823. 

*) Z. angew. Chem. 48, 441 (1935). — Das von der Redaktion der Z. f. 
angew. Chem. verfaBte Vortragsreferat enthilt eine Reihe von Unrichtig- 
keiten, die durch unsere Original-Mitteilungen berichtigt werden. 

”) Ber. chem. Ges. 68, 1859 (1935). 
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CH(CH,)-(CH,),CH(CH;), 
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I Cholesterin. 4 ~ 
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Ill Oestrontyp. IV Androsterontyp. 


Danach geht das Dehydro-androsteron durch dehydrierende 
Kinflisse in die Oestrongruppe (Oestron, Oestradiol, Oestriol, 
Equilin, Equilenin), durch hydrierende Einfliisse in die Andro- 
sterongruppe (Androsteron, Iso-androsteron usw.) tiber; bei der 
Bildung des Androsterons selbst mu8 zudem eine Epimerisierung 
der Hydroxylgruppe statthaben. 

Um diese ,,Zwischenstellung“ des Dehydro-androsterons niher 
zu untersuchen, haben wir das Molekiil dieses Wirkstoffes u. a. 
einer Reihe von chemischen Abwandlungen unterworfen und die 
dadurch bedingte Anderung seiner physiologischen Wirksamkeit 
in Richtung auf die Keimdriisenhormone studiert. Von den bisher 
durchgefiihrten Versuchen beschreiben wir hier zunichst die vor- 
sichtige Dehydrierung des Dehydro-androsterons, die zum Andro- 
stendion (VII) fiihrt. 


Darstellung und Charakterisierung des Androstendions. 
Addiert man an die Doppelbindung des Dehydro-androsterons (II) 
1 Mol Brom und dehydriert den bromierten Stoff (V) durch Be- 
handlung mit Chromsiure in der Kalte zum gebromten Diketon (VJ), 
so resultiert nach der Entbromung mit Zinkstaub und Lisessig 
ein @,f-ungesittigtes Diketon, das 4*-Androstendion-(3,17) (VII). 
Wir haben das Androstendion bereits im April d. J. dar- 
gestellt’) und uns seither mit seiner physiologischen Charakteri- 
slerung beschaftigt. In der Zwischenzeit haben L. Ruzicka und 


’) Z. angew. Chem. 48, 441 (1935); Ber. chem. Ges, 68, 1859 (1935). 
Serini und Logemann haben im Hauptlaboratorium der Schering-Kahl- 
baum-A,-G. das Androstendion unabhingig von uns dargestellt und untersucht. 
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VII 


A. Wettstein®) ebenfalls iiber (auf gleichem Wege bereitetes) 
Androstendion berichtet; die von den Autoren zur Charakteri- 
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Fig. 1. 


Absorptionsspektrum des Androstendions 
(0,01°/,ige Lésung in Chloroform). 


sierung dieses Stoffes angegebenen 
Daten (Analyse, korrigierter Schmelz- 
punkt 173—174° und Absorptions- 
bande bei 2350 A) stehen mit den 
von uns gefundenen in Uberein- 
stimmung: 
A*-Androstendion-(3,17), 
C,,H,,0,, scheidet sich aus verdiinn- 
tem Aceton in farblosen, 2—3 cm 
langen SpieBen ab; es zeigt einen 
scharfen Schmelzpunkt bei 169° 
(unkorr.), eine optische Drehung 
[w]}* = + 185° und ein fiir @,f-un- 
gesattigte Ketone charakteristisches 
Absorptionsmaximum bei 235 mu, das 
in Fig. 1 wiedergegeben ist. — Zur 
weiteren Charakterisierung bereiteten 
wir das Dioxim des Androstendions, 
das bei 143° (unkorr.) schmilzt. 


Physiologische Eigenschaften des Androstendions. 
Dem Androstendion kommt bereits auf Grund seiner Konsti- 





tution ein besonderes physiologisches Interesse zu, denn es ist 


*) Helvet. chim. Acta 18, 987 (1935); vgl. auch die vorliiufige Mitteilung 


von Wallis u. Fernholz im September-Heft des J. Amer. Chem. Soc. 1935. 
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leicht ersichtlich, daB es in seinem Molekiilbau allen 3Typen 
_ der bisher bekannten Keimdriisenhormone AuBerst nahe 
' steht. Die Beziehung zu den miannlichen Prigungsstoffen folgt 
aus der Darstellung des Androstendions, und die Gegeniiber- 


stellung der Konstitutionsformeln des Androstendions (VIIa, b), Pro- 


: gesterons (VIII) und Oestrons (ILI) verdeutlicht, daB wir es mit 
' einem niedrigeren Homologen des Progesterons zu tun haben, aus 
' dem durch Abspaltung von Methan Oestron entstehen kénnte: 


O O 
CH,|| CH, || 
Pd i? ~~ ae 
CH, _ CH, | 
a a bie — ie ed 
| 
Ho “a NT em 
CH, 
0 b— 
CH, | CH, 
fae ‘ Pi > lee 
| CH, 
a bes bs a ai ‘ 
nt a NY” 04 N\A NZ 
III Oestron. VIII Progesteron. 


Es hatte deshalb einen Sinn, Androstendion auf Corpus luteum- 
Testikel- und Follikelhormonwirkung zu priifen: 

1. Androstendion erwies sich im Test auf Corpusluteum- 
Hormon an der proliferierten Uterusschleimhaut des Kaninchens 
ohne Wirksamkeit. Herr Dr.Hohlweg hat im Hauptlaboratorium 
der Schering-Kahlbaum A.-G. entsprechende Versuche bereits im 
Friihjahr d. J. durchgefiihrt und damals gezeigt, daB selbst 30 mg 
ohne jeden Einflu8 auf die Umbildung der Gebarmutterschleimhaut 
sind! Diese Befunde stehen in Ubereinstimmung mit kiirzlich 
mitgeteilten Ergebnissen von E. Tschopp®**), nach denen 10 mg 
Androstendion keine spezifische Wirkung im Sinne des Progesterons 
entfalten. Die physiologische Aktivitit des Progesterons ist bereits 

durch zahlreiche Versuche?*) als iuBerst spezifisch erkannt worden. 


™" Helvet. chim. Acta 18, 988 (1935), mitgeteilt von L. Ruzicka u. 
A. Wettstein. 
1) Butenandt, Westphal u. Hohlweg, Diese Z. 227, 84 (1934); 
Butenandt u. Schmidt, Ber. chem. Ges. 67, 1614, 2092 (1984); Butenandt 
u. Mamoli, Ber. chem. Ges. 68, 1850, 1854 (1935). 
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2. Von besonderer Bedeutung ist die Priifung des Andro- 
stendions auf Androsteronwirksamkeit geworden. Es zeigte sich, 
daB8 im Androstendion ein minnlicher Pragungsstoff von 
hoher physiologischer Aktivitit vorliegt. Wir haben bereits 
mitgeteilt"), daB die Wirksamkeit des Androstendions im Hahnen- 
kammtest nach unseren bisherigen Erfahrungen etwa von der 
gleichen GréBenordnung ist wie die des Androsterons, d. h. es ist 
etwa 3 mal so wirksam wie das Ausgangsmaterial Dehydro-andro- 
steron, aber es entfaltet nur ein Drittel der Wirksamkeit des 
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Fig. 2. 
Wirkungskurven des Androstendions im Hahnenkammtest nach Verabreichung 
von 2 X 200 y an 3 Tiere. Versuch vom 12. 6. 35. 
——— Kapaun 441 —-—— Kapaun 406  —-:—-— Kapaun 420. 


Androstandiols’*). In Fig. 2 ist die Reaktionsnorm des Andro- 
stendions bei Verabreichung von 200 y als Dosis wiedergegeben. 

Die hohe Aktivitét des Androstendions im Hahnenkammtest 
ist auch von KE. Tschopp?) beschrieben worden. 


In quantitativer Hinsicht weichen die bisherigen Ergebnisse beider 
Arbeitskreise insofern voneinander ab, als E, Tschopp dem Androstendion 
und dem Dehydro-androsteron kleinere Wirkungsgrade zuschreibt als wir. 
Die von Ruzicka") auf Grund von ,,orientierenden, noch nicht vollig ab- 
geschlossenen Versuchen“ betonte ,,RegelmiBigkeit“, daB die Einfihrung 
einer Doppelbindung in Androstandion (zum Androstendion), sowie in Iso- 
androsteron (zum Dehydro-androsteron) die Wirkung am Hahnenkamm nicht 
wesentlich verindert, steht mit unseren bisherigen Erfahrungen nicht im 
Einklang; es bedarf weiterer Serienversuche, um die — wohl durch die 
stets zu beobachtenden Schwankungen des Hahnenkammtestes bedingten — 
unterschiedlichen Befunde auszugleichen ‘**). 


Noch charakteristischer als am Hahnenkamm erwies sich die 
Wirkung des Androstendions an der Vesikulardriise der Nager. 


1!) Kénigsberger Vortrag 3. Juli 1935; Ber. chem. Ges. 68, 1859 (1935). 

12) Butenandt u. Tscherning, Diese Z. 234, 224 (1935). ; 

13) Nature 136, 258 (1935); vgl. auch Ruzicka u. Wettstein, a.a. 0. 

14) Helvet. chim. Acta 18, 989 (1935). 

148) Zusatz bei der Korrektur: Inzwischen haben Ruzicka und 
Wettstein die abweichenden Befunde des Schweizer Arbeitskreises in 
bezug auf die Wirksamkeit des Dehydro-androsterons bereits zugunsten 
unserer Auffassung korrigiert; Helv. chim. Acta 18, 1264 (1935). 
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Der fiir die weitere Entwicklung entscheidende Befund, daB An- 
drostendion die Entwicklung der Vesikulardriise wesent- 
lich stirker beeinfluBt als Androsteron, und daB es bei 
Verabreichung einer gleichen Anzahl von Halknenein- 
heiten alle bis vor kurzem bekannten Vertreter der An- 
drosterongruppe in der Wirkung ibertrifft, ist im Laufe 
dieses Sommers etwa gleichzeitig und unabhingig von E.T schopp?*) 
in Basel und von unserem Arbeitskreis!®) erhoben worden. 

Tschopp verwendete jung kastrierte minnliche Ratten als 
Testtiere, denen er 20 Tage lang tiglich 1mal eine Dosis von 
50, 100 bezw. 200 y Androstendion verabreichte. Am 21. Tage 
wurden die Tiere getétet und Vesikulardriisen und Penis gewogen. 
Beim Vergleich mit anderen Reprisentanten der Androsterongruppe 
hat sich in dieser Versuchsreihe gezeigt, daB z. B. das Gewicht 
der Vesikulardriisen mit einer Dosis von 50 y 3mal, mit einer 
Dosis von 100 y 5mal und mit einer Dosis von 200 y 23 mal 
so groB ist wie nach gleicher Behandlung mit Androsteron. 

Wir haben nach der schon friiher'*’) angegebenen Arbeits- 
weise infantile Ratten (4 Wochen alt, 35—42 g schwer) als Test- 
tiere verwendet; sie erhielten 4—-8 Tage lang tiglich 1 mal eine 
Dosis von 400 y bis 1 mg. Kinen Tag nach der letzten Injektion 
wurden die Tiere getétet; die Beurteilung der Wirksamkeit er- 
folgte in erster Linie nach dem histologischen Bild unter 
Beriicksichtigung von Zellhéhe, Zellgranula, Zellreichtum und 
Sekretbildung. Wir fanden, daB zum Erreichen eines bestimmten 
Wirkungseffektes vom Androstendion stets weniger Kapaunen- 
Kinheiten (KE) benétigt werden, als von anderen Vertretern der 
Androsterongruppe; z. B. wird der von 1 mg (= 5 KE) Androsteron 
oder von 300 y (= 5 KE) Androstandiol in 8 Tagen erzielte Effekt 
von etwa 500 y (= 2,5 KE) Androstendion bei gleicher Zufuhr 
hervorgerufen. Die (im Versuchsteil niher erliuterten) Bilder 
(Fig. 3 und 4 auf Tafel IV) zeigen qualitativ die Wirkung des 
Androstendions auf die Vesikulardriise infantiler Ratten. — 
Obwohl der von uns bevorzugte Test in der Art der Beurteilung 
und in der GréBenordnung der Reaktion von dem Auswertungs- 
verfahren nach Tschopp abweicht, sind die Ergebnisse grund- 
sitzlich dieselben: Im Androstendion wurde erstmalig ein 
Stoff aufgefunden, bei dem das Verhaltnis ,,. Kapaunen- 
Kinheiten“ zu ,Ratten-Einheiten“ wesentlich zugunsten 
der ,.Ratten-EKinheiten“ verschoben ist! 


5) Ber. chem. Ges. 68, 1859 (1935). 16) Diese Z. 254, 232 (1935). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXXXVII. 6 
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3. Obwohl das Androstendion sich als hochaktiver minn- | 
licher Prigungsstoff erwies, haben wir auch seine Wirksamkeit f 


als Follikelhormon im Tierversuch gepriift. Die Ergebnisse’) 
waren iiberraschend: Im Allen-Doisy-Test an der kastrierten 
Maus erwies sich Androstendion noch mit 2 mg (1 malige In- 
jektion in Ollésung) ohne Wirksamkeit; in vereinzelten Fallen 
beobachteten wir das Auftreten weniger Epithelzellen und Schollen 
neben Leucocyten, aber ein an Leucocyten freies Abstrichbild 
mit eindeutiger Brunstreaktion ist nie beobachtet worden. Dagegen 
vermag das Androstendion am infantilen weiblichen Nage- 
tier (Ratte) die fiir Follikelhormon typischen Reaktionen (friih- 
zeitige Offnung der Vagina mit unmittelbar anschlieBender 
Brunst) eindeutig auszulésen. Nach der von Curtis und Doisy'4 
angegebenen Methodik ist mit einer Dosis zwischen 200—400 ; 
Androstendion eine absolut sichere Reaktion auszulésen. Dieser 
an einem typischen minnlichen Prigungsstoff erhobene Befund 
ist iiberraschend, wenn auch die anzuwendende Dosis etwa die 
200fache des Oestrons betragt! Wir haben uns in weiteren Ver- 
suchsreihen davon iiberzeugt, daf Androstendion diese Eigen- 
schaft mit anderen ungesittigten Vertretern der Androsteron- 
gruppe teilt: Dehydro-androsteron (IJ) und Testosteron (IX)") 
zeigen eine gleichartige Wirkung, dagegen sind Androsteron und 
Progesteron ohne Einflu8 auf die Offnung der Vagina! Die bisher 
durchgefiihrten Versuche erlauben noch keine sichere Aussage iiber 
den vorliegenden Wirkungsmechanismus; wir glauben aber, daB die 
bei weitem einfachste Deutung durch die Vorstellung vermittelt wird, 
daB die nur am infantilen weiblichen Nagetiere im Sinne des 
Follikelhormons wirksamen minnlichen Pragungsstoffe im Ovarium 
teilweise in Vertreter der Oestrongruppe iibergefiihrt werden. Die 
Tatsache, daB nur diejenigen Wirkstoffe sich als aktiv erweisen, 
deren Ubergang in Oestron durch dehydrierende Einflisse leicht 
vorstellbar ist, scheint uns fiir diese Auffassung eine Stiitze zu sein. 

Die hier angeschnittene Fragestellung wird nach verschiedener 
Richtung experimentell weiter bearbeitet. 


Die Bedeutung des Androstendions 
fiir die Genese der Keimdriisenhormone. 
Die Beschiaftigung mit dem Androstendion wurde in unserem 
Arbeitskreis ausgelést durch die eingangs dargelegten Vorstellungen 





17) Z. angew. Chem. 48, 441 (1935); Ber. chem. Ges. 68, 1859 (1935). 
18) J. of Biol. Chem. 41, 648 (1931). '%) Vgl. nachfolgende Mitteilung. 
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iiber die Genese der minnlichen und weiblichen Pragungsstoffe. 
Die physiologische Priifung des neuen ungesittigten Diketons hat 
nach unserem Dafiirhalten in der Tat einen Beitrag zu diesem 
Problem geliefert, denn die charakteristischen physiologischen 
Kigenschaften des Androstendions stiitzen unsere Vorstellungen: 

1. Wie in vorliegender Arbeit gezeigt wird, geht Dehydro- 
androsteron durch eine dem Organismus geliufige vorsichtige De- 
hydrierung in einen m&énnlichen Wirkstoff sehr hoher physiolo- 
gischer Aktivitit tuber. 

2. Dieser Wirkstoff Androstendion ist in seinem Bau dadurch 
gekennzeichnet, daB er lediglich durch Abspaltung von Methan 
in Oestron iibergehen kann. Die Oestron-Wirksamkeit des An- 
drostendions am infantilen weiblichen Nagetier laBt die Deu- 
tung zu, daB ein solcher Ubergang im Ovarium vor sich gehen kann”), 

3. Androstendion macht auBerdem die Entstehung des 
Androsterons aus Dehydro-androsteron verstindlich. Wir hatten 
Anfang dieses Jahres”) bei der Diskussion der Entstehung von 
Androsteron aus Dehydro-androsteron auf ,,die in ihrer Ursache 
noch ungeklirte Anderung in der riiumlichen Stellung der Hydroxyl- 
eruppe“ bei diesem Vorgang hingewiesen; wie Ruzicka und 
Wettstein*’) bereits betont haben, laBt sich diese Epimerisierung 
der Hydroxylgruppe mit der Annahme des Androstendions als 
Zwischenprodukt zwanglos deuten. Eine gleichsinnige Erklarung 
haben wir?!) fiir die Entstehung des Pregnandiols aus Preg- 
nenolon (iiber Progesteron) zu geben versucht, und die Entstehung 
der Gallensiuren aus Cholesterin diirfte in ahnlicher Weise iiber 
das Cholestenon erfolgen *°). 

4. Uber die Zielsetzung unserer Untersuchung hinaus hat die 
hohe physiologische Wirkung des Androstendions an der Vesikular- 
driise ein neues Problem aufgezeigt. Die Tatsache, daB das Andro- 
stendion stirker an der Vesikulardriise als am Hahnenkamm zur 
Wirkung kommt, beansprucht besondere Bedeutung: es ist wieder- 
holt beobachtet worden, daB eine bestimmte Anzahl von Kapaunen- 
Kinheiten aus Testikelextrakten am Genitaltrakt der Nager stirker 


20) Die Frage, ob der Organismus tatsiichlich CH, abspaltet oder — 
was wahrscheinlicher ist — die angulire CH,-Gruppe oxydativ abbaut, 
wird naturgemi8B durch unsere bisherigen Vorstellungen und Versuche nicht 
beriihrt. 

1) Vortrag 16. I. 35 in Berlin; Dtsch. med. Wschr. 1935, 823. 

2) Helvet. chim. Acta 18, 990 (1935). 

8) Vgl. R. Schénheimer, Science 82, 156 (1935). 
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84 Adolf Butenandt und Helmut Kudszus, 


wirksam sind, als die gleiche Zahl von Kinheiten Androsteron*'), 
Nach der Untersuchung des Androstendions lag die Vorstellung 
auf der Hand, daB die unterschiedliche Wirksamkeit der Testikel- 
extrakte auf das natiirliche Vorkommen von Androstendion oder 
verwandter Verbindungen im Hoden zuriickzufiihren sein kénnte, 
und daB in dem vom Arbeitskreis Laqueur”) erst kiirzlich aus 
Hoden isolierten Testosteron ein Vertreter dieser Stoffklasse 
vorliegen kénne*’), In der Tat hat sich gezeigt, dab das aus 
Dehydro-androsteron darstellbare Androstenolon(IX) mit Testo- 
steron identisch ist?*); dariiber berichtet die folgende Mitteilung. 

Nach den in vorliegender Arbeit mitgeteilten Ergebnissen 
1a4Bt sich das von uns entwickelte Abbauschema des Cholesterins 
in bezug auf die wichtigsten Keimdriisenhormone der Oestron- 
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i. die es aii ANIA 
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| stendion. 
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_— | | | | 
i 1} | ; | 1 | 
HO’ S~ \@# af er 
XI Equilenin. IV Androsteron. X Androstandion. 
*4) Vgl. Dingemanse, Freud, Laqueur, Nature 135, 184 (1935). 
25) Diese Z. 238, 281 (1985). 
%6) Vgl. auch Ruzicka u. Wettstein, sowie Wallis u. Fernholz 





a. a. O. (Anmerkung 9). 
27) Butenandt u. Hanisch, Ber. chem. Ges. 68, 1859 (1935); Wett- 
stein, Schweiz. med. Wschr. 1935, 912. 
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und Androsteron-Gruppe durch die Zusammenstellung Seite 84 
erganzen. - 

In dieser Ubersicht ist auch das Androstandion (X)”°) auf- 
senommen worden, da E. Tschopp") kiirzlich mit Recht darauf 
hinwies, daB dieses gesiittigte Diketon vielleicht in dem von 
Ogata und Hirano”) aus Testikel isoliertem vierten natiirlich 





On. 


ion. 











vorkommenden minnlichen Prigungsstoff vorliegt. 


Die pbysiologischen Priifungen wurden von Fri. D. vy. Dresler und 
Frl. U. Meinerts in der biochemischen Abteilung unseres Instituts durch- 
cefiihrt. 

Unsere Arbeiten wurden von der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft, der Rockefeller Foundation und der Schering-Kahlbaum 
A.-G., Berlin, in groBziigiger Weise unterstiitzt. 


Beschreibung der Versuche. 


Uberfihrung des Dehydro-androsterons in Androstendion. 288,2 mg 
Dehydro-androsteron werden in 40 ccm Kisessig gelést und bei Zimmer- 
temperatur durch Eintropfen einer Lésung von 159,8 mg Brom in 3,5 ecm 
Kisessig bromiert. Die Reaktionslésung entfirbt sich rasch; sie wird an- 
schlieBend tropfenweise mit 100 mg Chromsiiure in 10 cem Eisessig versetzt 
und 20 Stunden bei Zimmertemperatur sich selbst iiberlassen. Nach dem 
Verdiinnen mit Wasser wird mit Ather ausgeschiittelt; die atherische Lésung 
wird mit verdiinnter Natronlauge und Wasser gewaschen, getrocknet und 
eingedampft. Der weiBe krystalline Riickstand wird in 15 cem Eisessig 
gelést und 1/, Stunde mit 1g Zinkstaub geschiittelt. Zur vollstindigen 
Entbromung wird unter gelindem Erwiirmen auf dem Wasserbad nochmals 
1 g Zinkstaub der Lisung zugefiigt. Nach etwa 15 Minuten wird die Reaktion 
unterbrochen; die abgekiihlte Lésung wird filtriert, mit Wasser verdiinnt 
und mit Ather ausgeschiittelt. Man erhialt 259 mg an dtherlislichen Neutral- 
anteilen, die bei 150° im Hochvakuum (0,001 mm) sublimiert und anschlieBend 
aus verdiinntem Aceton umkrystallisiert werden. Das Androstendion scheidet 
sich in farblosen, mehrere Zentimeter langen SpieBen vom Schmelzp. 169° 
(unkorr.) ab. [a]}® = + 185°. Ausbeute: 195 mg (68°/, d. Th.). 


3,219 mg Subst.: 9,380 mg CO,, 2,600 mg H,0. 
C,,H.,0. Ber. C 79,66 H9,16 Gef. C 79,47 H 9,04. 


Androstendion-dioxim. 30,6 mg Androstendion wurden in alkoho- 
lischer Lésung mit Hydroxylamin-acetat (bereitet aus 66 mg Hydrochlorid 
und 101,8 mg krystallisiertem Natriumacetat) 3 Stunden zum Sieden erhitzt. 
Das Oxim wurde durch vorsichtigen Wasserzusatz krystallin abgeschieden 
und aus verdiinntem Alkohol umgeldést. Schmelzp. 143° (unkorr.). Aus- 
beute: 33 mg. 

3,052 mg Subst.: 0,234 cem N, (26°, 761 mm). 

C,,H,,(N - OH), Ber. N 8,86 Gef. N 8,68. 


**) Butenandt u. Tscherning, Diese Z. 229, 189 (1934). 
**) J. Pharm. Soc. Jap. 64, 11 (1984). 
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Adolf Butenandt und Helmut Kudszus, 


Tabelle I. 


Physiologische Wirksamkeit des Androstendions 
im Hahnenkammtest. 


























‘ °/, durch- 
.__ | Gewicht */o Wachstum ‘ [> dui 
an Tier- ie der Kammfliche | Héchst-} schnittl. 
Nr. Kapauns |— wert | Hoéchst- 
P 3. Tag | 4, Tag wert 
30. IV.| imal tigl.| 466 | 1450 480 | 48,0 48,0 
35 9887 | 446] 1625 295 | 85,7 35,7 39,0 
an 2'Tagen| 451 1350 33,4 | 31,4 33,4 
29.V. |1mal tagl.| 417] 1875 33,4 | 53,0 58,0 
85 6287 | 418] 1800 25,4 82,5 32.5 37,8 
an2Tagen| 446 | 1600 263 | 27,8 27,8 
3. VI.| 1 mal tagl.] 492 | 1750 15,7 | 20,4 20,4 
35 4007 | 454] 1650 183 | 18,3 18,3 22,1 
an2Tagen| 154 | 1750 17,0 27,6 27,6 
3. VI. | 1 mal tigl. | 504 1425 9,4 18,0 18,0 
35 2007 | 466] 1570 19,3 20,2 20,2 21,4 
an 2Tagen| 435 | 1550 24,4 | 260 26,0 
12. VI. | 1 mal tigl. | 441 1750 90 | 19,1 19,1 
35 2007 | 406] 1700 16,8 | 19,2 19,2 18,6 
an 2'Tagen | 420 2000 15,7 | 19,4 17,4 
12. VI.} 1 mal tigl. | 511 1550 115 | 12,2 12,2 
35 1507 | 423] 1500 17,2 17,2 17,2 12,3 
an 2 Tagen | 421 1600 6,7 | 7,5 7,5 











Physiologische Wirkung des Androstendions an der Vesikular- 
drise. eines Androstendion wurde in der Zeit vom 7. Juni 1935 bis 
26. August 1935 wiederholt im Vesikulardriisentest an infantilen miinn- 
lichen Ratten ausgewertet. Verwendet wurden etwa 4 Wochen alte Tiere, 
35—42 g schwer; sie erhielten 4, bzw. 7 oder 8 Tage lang tiglich 1 mal 
1 Dosis Androstendion gelést in 0,2 ccm Sesamél. Als Dosis wurden 400 
bis 1 mg verabreicht. Die Tiere wurden am Tage nach der letzten Injektion 
getétet, die Vesikulardriisen wurden makroskopisch verglichen und sodann 
in Bouinscher Lésung fixiert, in Paraffin eingebettet, 5 w dick geschnitten 
und mit Hiimatoxylin-Eosin gefirbt. Die Beurteilung der Wirksamkeit er- 
folgte in erster Linie nach dem histologischen Bild *’) unter Beriicksichtigung 
von a) Zellhéhe, b) Zellgranula, ¢) Zellreichtum des Epitheis und d) Sekret- 
reichtum. — Zu jeder Versuchsserie wurden Geschwistertiere als Kontrollen 
angesetzt, die mit reinem Sesam6l behandelt wurden. Es ist objektiv leicht 
méglich, 5 Wirksamkeitsstadien bei der Beurteilung eines histologischen 
Schnittes zu unterscheiden. Die vergleichsweise in der Androsterongruppe 
durchgefiihrten Auswertungen sollen spiter zusammenhingend dargelegt 


8°) H. E. Voss, Z. Zellforschg 11, 775 (1930); H. E. Voss u. S. Loewe, 
Arch. f. exper. Path. 169, 543 (1931). 
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werden; es geniigt in diesem Zusammenhang der Hinweis, daB z. B. ein 
bestimmtes ,,Wirksamkeitsstadium 8“ von Androsteron mit einer 
Dosis von 1 mg (~ 5 KE) tiber 8 Tage (Gesamtdosis 8 mg), von Andro- 
standiol mit einer Dosis von etwa 300 y (~ 5 KE), von Androstendion 
mit einer Dosis von etwa 500 vy (~ 2,5 KE) iiber 8 Tage (Gesamtdosis 4 mg) 
erreicht wird. 


Die Bilder (Fig. 3 und 4, Tafel IV) belegen die physiologische Wirk- 
samkeit des Androstendions an der Vesikulardriise infantiler Ratten nur 
qualitativ: 

Fig. 3, Tafel IV: a) Genitalorgane einer infantilen Ratte nach Be- 
handlung mit Androstendion. Gewicht des Tieres (geboren am 11. Mai 1935) 
bei Versuchsbeginn am 7. Juni 1935: 41,6 g; erhielt 7 Tage tiglich 1 mal 
img Androstendion in 0,2 cem Sesamél. Getétet am 14. Juni 1935, Ge- 
wicht 50,7 g. 

b) Genitalorgane einer unbehandelten Kontrolle. Geschwistertier; 
Gewicht bei Versuchsbeginn 41,2 g, erhielt vom 7.—13. Juni 1935 tiglich 
0,2c¢cem reines Sesamél. Getétet am 14. Juni 1935 bei einem Gewicht 
von 51,7 g. 

Fig. 4, Tafel IV: a) Schnitt durch die Vesikulardriise der in Fig. 3, 
Tafel 1V unter a) dargestellten Genitalorgane. a,) 20 fache VergréBerung, 
a,) T00fache VergréBerung. Hohes, zellreiches Zylinderepithel, 
Sekret. 


b) Schnitt durch die Vesikulardriise der in Fig. 3, Tafel IV unter b) 
dargestellten Kontrolle. b,) 20fache VergréBerung, b,) 700fache Ver- 
gréBerung. 


Physiologische Wirksamkeit des Androstendions, (Dehydro- 
androsterons und Testosterons) am infantilen weiblichen Nagetier. 
Wir verwandten 18—25 Tage alte Ratten; nach der von I. M. Curtis und 
KE. A. Doisy*) angegebenen Methode verabreichten wir subkutan an 3 auf- 
einanderfolgenden Tagen je 2 mal tiglich (morgens und abends) eine Dosis 
gelést in 0,2 eem Sesamél. Pro Dosis wurden jeweils 3—4 Tiere verwandt, 
uud bei jeder Versuchsserie wurden Geschwistertiere als Kontrollen mit 
reinem Sesam6l behandelt. Es wurde der Zeitpunkt der Vaginaléffnung 
festgestellt und das Auftreten des Schollenstadiums (der Brunst) in der 
Vagina durch Vaginalabstriche kontrolliert. In Ubereinstimmung mit Curtis 
und Doisy fanden wir bei unseren Kontrollversuchen, da die Vagina 
unbehandelter Tiere sich zumeist zwischen dem 40. und 45. Tage, oft 
erst am 55.—57. Tage, aber nie vor dem 36. Tage 6ffnet. HKintritt von 
Vaginaléffnung und Brunst bis zum 30. Lebenstage ist daher 
mit absoluter Sicherheit als eine eindeutige Folge der Injektion 
anzusehen. Von den durchgefiihrten Versuchen geben wir in Tab. II 
einige Beispiele wieder; die Tabelle zeigt die eindeutige Reaktion des 
Androstendions und belegt zugleich die qualitativ gleichartige Wirkung 
des Dehydro-androsterons und Testosterons. Androsteron ist 
mit 1mg, Progesteron mit 400 7 als Dosis noch ohne Wirkung. 


31) a. a. O. 
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Tabelle LI. 


PhysiologischeWirksamkeit vonAndrostendion,Dehydro-andro- 
steron und Testosteron am infantilen weiblichen Nagetier (Ratte). 














Datum 
1935 


13. 8 
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stendion } 
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Testosteron 


Androsteron 











An- | Inji- | Ge- 
jr zierte | samt 
; Dosis | dosis 
Tiere | in mg | in mg 
3 0,1 | 0,6 
3 0,2 | 1,2 
3 0,4 | 24 
3 1,0 | 6,0 
8 | 04 | 2,4 
3 1,0 | 6,0 
4 0,4 | 2,4 
1,0 6,0 
Kontrolle 
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19, 19, 18 
19, 18, 18 
18, 18, 19 


18, 18, 19 
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21, 21, 21, 21 


23, 23, 25 


23, 23, 25 


am Tage 


| 6ffnung 


43, 42, 36 
27, 33, 27 
25, 26, 26 
(24, 24, 26 
28, 29, 80 
| 28, 28, 30 


| 27, 27, 27, 27 


54, 46, 46 
|45, 45, 57 
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Uber Testosteron. 


Umwandlung des Dehydro-androsterons in Androstendiol und Testosteron; 
ein Weg zur Darstellung des Testosterons aus Cholesterin. 
Von 
Adolf Butenandt und Giinter Hanisch. 
Mit 3 Figuren im Text und auf Tafel V. 
(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Danzig-Langfuhr.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. September 1935.) 


Im Androstendion(II), das aus dem natiirlich vorkom- 
menden minnlichen Prigungsstoff Dehydro-androsteron (I) 
durch vorsichtige Dehydrierung entsteht, wurde ein Stoff auf- 
gefunden, der im Hahnenkammtest eine etwa ebenso hohe physio- 
logische Wirksamkeit zeigt wie Androsteron, an der Vesikular- 
driise der Nager (bei Verabfolgung gleicher Kapaunen-EKinheiten) 
jedoch die aus Mannerharn gewonnenen Hormonkrystallisate weit- 
gehend iibertrifft’), Im Rahmen unserer chemischen Unter- 
suchungen iiber die Genese der Keimdriisenhormone’) haben wir 
das Androstendion in verschiedener Weise weiter abgewandelt 
und uns unter anderem die Aufgabe gestellt, die Carbonylgruppe 
am C,, in eine sekundire Alkoholgruppe iiberzufiihren, um auf 
diese Weise das 4*-Androsten-ol-(17)-on-(3), C,,H,,O, (VI), dar- 
zustellen. Da wir gefunden hatten, daB in der Reihe des Andro- 
sterons durch Reduktion der Carbonylgruppe am C,, eine wesent- 
liche Erhéhung der physiologischen Aktivitat hervorgerufen werden 
kann’) war im Androstenolon(VI) ein Stoff mit sehr hoher 
Wirksamkeit zu erwarten, der auch im Hinblick auf die bereits 
im Androstendion ausgepriigte starke Wachstumsbeeinflussung des 
Genitaltrakts der Nager fiir die Untersuchung der im Hoden vor- 
liegenden minnlichen Prigungsstoffe von Bedeutung sein konnte. 

Die Versuche zur Darstellung des Androstenolons (VI) wurden 
bereits im Juni dieses Jahres begonnen; in Anbetracht der Arbeiten, 
die von vielen Seiten auf dem Gebiet des Androsterons durch- 
gefiihrt werden, seitdem es chemisch erschlossen worden ist, 


') Vgl. voranstehende Mitteilung und die dort angegebene Literatur. 
*) Problemstellung und Arbeitsrichtung sind in der voranstehenden 


Mitteilung auseinandergesetzt. 
*) Butenandt u. Tscherning, Diese Z. 254, 224 (1935). 
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wollen wir darauf hinweisen, daB zu jener Zeit von anderer Seite 
noch keine Mitteilung iiber Androstendion und seine physiologische 
Wirkung erschienen und iiber das von dem Amsterdamer Arbeits- 
kreis*) aus Hoden bereitete ,,Testosteron“ noch nichts Niheres 
bekannt war. 
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In einer vorliufigen Mitteilung®) haben wir bereits dariiber 
berichtet, auf welchem Wege uns die Umwandlung des Dehydro- 
androsterons in 4*-Androsten-ol-(17)-on-(3) gegliickt ist; 
wir haben alle Zwischenstufen unserer Methode in ihren EKigen- 
schaften charakterisiert, das Endprodukt der Reaktion durch 
Derivate gekennzeichnet und gezeigt, dab es identisch sein muS 
mit dem Testosteron aus Stierhoden. Damit wurde ein ab- 
schlieBender Beitrag zur Konstitution des Testosterons 
geliefert und ein einfacher Weg gezeigt, diesen Pragungs- 
stoff aus Cholesterin kiinstlich darzustellen. Die vor- 


*) David, Dingemanse, Freud, Laqueur, Diese Z. 238, 281 (1935) 
(7. Juni 1935). 
*®) Ber. chem. Ges. 68, 1859 (1935) (eingegangen am 24. August 1935). 
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Uber Testosteron. 9] 


liufige Mitteilung®) ist am 11. September erschienen. Nur 3 Tage 
spiter hat A. Wettstein®) in einer kurzen Notiz eine gleich- 
artige Umwandlung des Dehydro-androsterons in Testosteron be- 
kanntgegeben, so daB die Ergebnisse durch die gleichzeitig und 
unabhiingig durchgefiihrten Arbeiten zweier Laboratorien ge- 
sichert sind. In der vorliegenden Mitteilung berichten wir aus- 
fiihrlich tiber unsere Versuche ®*). 


1. Uber 4°-Androstendiol-(3,17). 

Die erste Stufe in der Umwandlung des Dehydro-andro- 
sterons in Androstenolon(VI) besteht in einer Reduktion der Car- 
honylgruppe am C,, des Dehydro-androsterons zum 4°-Andro- 
stendiol-(3,17), C,,H,,0, (III). Bei der Reduktion der Carbonyl- 
sruppe am C,, des Oestrons wurde friiher beobachtet, daB die 
Reaktion bei Verwendung von Natrium und Propylalkohol prak- 
tisch einheitlich verliuft und von den beiden zu erwartenden Diolen 
nur das héher wirksame, in der Natur vorkommende Isomere 
liefert; auch beim Androsteron geht die Reduktion nach dieser 
Methode bevorzugt in einer Richtung. Wir haben auf Grund 
dieser Erfahrungen zur Darstellung des Androstendiols (ILI) 
ebenfalls die Reduktion des Dehydro-androsterons mit Natrium 
und Propylalkohol durchgefiihrt. Das Reduktionsprodukt wurde 
in guter Ausbeute in Gestalt von Blaittchen erhalten, die einen 
Schmelzpunkt von 178° (unkorr.) und eine optische Drehung 
(@|'* = — 55,5° (in Propylalkohol) zeigen. Bei der Behandlung 
mit siedendem Essigsiureanhydrid JaBt sich das Androstendiol in 
ein gut krystallisiertes Diacetat [Schmelzp. 159,5° (unkorr.), 
(@|'® = — 56,5° in Athanol] iiberfiihren. 

Es hat uns iiberrascht, daB das Androstendiol und sein 
Diacetat im Hahnenkammtest eine iuBerst geringe Wirk- 
samkeit zeigen. Nach unseren bisherigen Versuchen ist mit 
600 y als Injektionsdosis (1,2 mg als Gesamtdosis) in unserem 
Testverfahren*) noch kein eindeutiges Wachstum des Kammes zu 
erzielen. Hier miissen weitere Versuche vorgenommen werden, 
denn dieser Befund ist insofern unerwartet, als das Dehydro- 
androsteron mit 600 y eindeutige Entwicklung des Kammes 


®) Schweiz. med. Wschr. 1935, 912; Vortrag am 10. September 1935 
in Montreux. 

6) Zusatz bei der Korrektur: Inzwischen ist auch die Untersuchung 
von A. Wettstein in ausfiihrlicher Mitteilung erschienen: L. Ruzicka u. 
A. Wettstein, Helv. chim. acta 18, 1264 (1935). 
’) Diese Z. 229, 170 (1934). 
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héhere Aktivitaét zeigen als die Ketone”)! 


2. Uberfiihrung des Androstendiols in 1*-Androstenol-(17)-on(3) 
(Testosteron). 

Um das Androstenolon (VI) zu bereiten, mute im Andro- 
stendiol (III) die Alkoholgruppe am C, (unter Erhalt der Hydr- 
oxylgruppe am C,,) zur Ketogruppe oxydiert werden. Um diese 
Umwandlung vornehmen zu kénnen, haben wir uns bemiiht, das 
Monoacetat-(17) (IV) zu bereiten. Hier standen uns Erfahrungen 
am Pregnandiol zur Verfiigung; bei seiner Uberfiihrung in das 
Pregnan-ol-(20)-on-(3) *) war vor 1 Jahr die gleiche Aufgabe zu 
lésen, und es wurde damals in zahlreichen Versuchsreihen ein 
Weg ermittelt, um das Pregnandiol-diacetat einer partiellen Ver- 
seifung zu unterwerfen, die nur zur Abspaltung der Acetyl- 
gruppe im Ring A fiihrt. Die Methodik besteht in der EHinwir- 
ty kung von wenig Alkali auf eine stark 
| verdiinnte (0,3 °/,) Lésung des Diesters 
in der Kalte. Die Ubertragung dieser 
Methode auf das Androstendiol -di- 
acetat fiihrte zum Androstendiol- 
monoacetat-(17) (IV), das aus ver- 
diinntem Aceton in filzigen Nadeln 
vom Schmelzp. 148° (unkorr.) erhalten 
wurde. 

Das Androstendiol-monoacetat-(17) 
wurde nach der iiblichen Methode vor- 
sichtig dehydriert: nach Schutz der 
Doppelbindung durch Brom wurde 

mit kalter Chromsiurelésung oxydiert 

250 3k und nach beendeter Reaktion mit 
4-Wellenténge tn my Zinkstaub in Kisessig oder mit Na- 

asin + triumjodid in Methanol entbromt. Ks 
daa: Pandiaietinm resultierte das Acetat des J44-An- 

“ Ree iy eh ge drosten-ol-(17)-o ns- (3) (V), das bei 

138° (unkorr.) schmilzt, eine optische 
Drehung [«]?° = + 87,8° (in Athanol) zeigt und nach der Ver- 

**) Zusatz bei der Korrektur: Nach inzwischen durchgefiihrten 
Versuchen liegt die Kapaunen-Einheit des Androstendiols zwischen 1 und 
1,3 mg; es ist also im vorliegenden Fall das Diol nur etwa '/, so wirksam 


wie das Oxyketon! 
*) A. Butenandt u. J. Schmidt, Ber. chem. Ges. 67, 1893 (1934). 
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scifung das 4*-Androstenol-(17)-on-(3) (VI) liefert. Dieses 
ungesattigte Oxy-Keton C,,H,,O, krystallisiert in gefiederten Nadeln 
yom Schmelzp. 151° (unkorr.), zeigt eine optische Drehung 
(w}is=-+ 104° und liefert eine Absorption im Ultraviolett bei 
938 mp, die der des Androstendions®) vdéllig entspricht und in 
Fig. 1 wiedergegeben ist. Zur weiteren Charakterisierung haben 


wir sein Oxim bereitet, das bei 215° (unkorr.) schmilzt. 


3. Identitat des 4*-Androstenol-(17)-ons-(3) mit Testosteron. 

Wie wir eingangs erwahnten, war zur Zeit der Durchfiihrung 
unserer Arbeit zunichst nichts iiber die Zusammensetzung und 
den Bau des von David, Dingemanse, Freud und Laqueur’) 
aus Stierhoden isolierten Testosterons bekannt, das anfanglich 
uur durch Schmelzpunkt, Drehung und seine hohe physiologische 
Wirksamkeit gekennzeichnet war. Wihrend wir mit der Synthese 
des 44-Androstenol-(17)-ons-(3) beschiftigt waren, ist im Amster- 
damer Laboratorium die analytische Konstitutionsermittlung des 
Testosterons durchgefiihrt worden. Herr Laqueur hat uns 
freundlicherweise iiber die Ergebnisse dieser Arbeiten unterrichtet, 
bevor sie in der Literatur erschienen waren, so daB wir sie be- 
reits in unserer vorliufigen Mitteilung®) verwenden und die aus 
den Resultaten beider Laboratorien folgende Identitaét unseres 
Androstenolons mit dem Testosteron betonen konnten. Inzwischen 
sind die Ergebnisse der analytischen Untersuchung des Testo- 
sterons von K. David?*) veréffentlicht worden; wir stellen sie im 
folgenden zusammen: Testosteron vom Schmelzp. 154—154,5° 
(korr.) und der optischen Drehung [a], = + 109° zeigt grobe Ahn- 
lichkeit mit Androsteron und Dehydroandrosteron; es ist ein 
Oxyketon der Formel C,,H,,0, oder C,,H,,O,, liefert ein Acetat 
vom Schmelzp. 140—141° (korr.), ein Oxim vom Schmelz- 
punkt 221—222,5° (korr.) und weist — dem Cholestenon &hn- 
lich — im Ultraviolett eine charakteristische Absorption auf. 
Durch milde Oxydation liefert Testosteron das Diketon Andro- 
stendion (II) der Formel C,,H,,0, *?). 

Schon aus diesen Versuchsergebnissen geht mit Sicherheit 
herver, daB Androstenolon (VI) und Testosteron identisch sind; 


* Vgl. diese Z. 237, 75 (1935). 10 Acta Brevia Neerl. 5, 85 (1935). 
1) In der Arbeit von David ist die Frage der Identitét des Diketons 
mit Androstendion offen gelassen worden; wie uns Herr Laqueur vor 
einigen Tagen mitteilte, ist inzwischen festgestellt worden, da das Oxy- 
dationsprodukt des Testosterons mit Androstendion sicher identisch ist. 
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es wird weiterhin bestatigt durch die physiologischen Kigenschaften 
und durch den von A. Wettstein®) mitgeteilten Befund, daB das 
Naturprodukt mit dem Androstenolon keine Depression beim 
Mischschmelzpunkt liefert. 

Ks ist somit durch diese Untersuchungen die Konsti- 
tution des Testikelhormons Testosteron in allen Hinzel- 
heiten sichergestellt und ein Weg gewiesen worden, diesen 
wichtigen Naturstoff leicht kiinstlich zu bereiten. 


4. Zur physiologischen Wirksamkeit des Testosterons. 


Testosteron iibertrifit sowohl im Hahnenkammtest, wie an 
der Samenblase der Nager alle bisher bekannten minnlichen 
Pragungsstoffe weitgehend in der physiologischen Aktivitat. Der 
Amsterdamer Arbeitskreis hat angegeben, daB etwa 10 y als Tages- 
dosis iiber 4 Tage (2mal 5 y tiiglich) verabreicht, ein Flichen- 
wachstum des Kapaunenkammes um durchschnittlich 15°/, hervor- 
rufen’*). Wir haben das Androstenolon (VI) nach der gleichen 
Technik ausgewertet, um einen genauen Vergleich der Wirksam- 
keiten zu erméglichen. Wie aus der im Versuchsteil wieder- 
gegebenen Tabelle (S. 97) ersichtlich ist, stehen die Befunde von 
3 Auswertungsreihen mit den Angaben Laqueurs in bester 
Ubereinstimmung. 

Nach unserer Auswertungstechnik?*) (je einmalige Injektion 
an 2 ‘Tagen; durchschnittliches Kammwachstum um 209/,) sind 
die notwendigen Stoffmengen naturgemiB etwas gréBer. Wir 
fiihrten bisher 18 Auswertungsreihen durch; die Ergebnisse haben 
Schwankungen gezeigt und sind daher noch nicht als abgeschlossen 
zu bezeichnen. Mit groBer Wahrscheinlichkeit liegt die ,,Kinheit* 
nach unserer Technik zwischen 25 und 30 v4), was in Uberein- 
stimmung wire mit dem Befund, da8 unsere ,,Hinheit“ stets etwa 
3mal so groB ermittelt worden ist, wie die der Amsterdamer 
Gruppe. 

Nach diesen Ergebnissen iibertrifft Testosteron das 
Androsteron um etwa den 6fachen, das Androstandiol 
um etwa den doppelten Betrag in der physiologischen 
Wirkung am Hahnenkamm. 


”) Definition der ,,Einheit“ des Amsterdamer Arbeitskreises. 

18) Diese Z. 229, 170 (1934). 

) Der in der vorliufigen Mitteilung angegebene Wert von 15—20 7 
ist sicher zu niedrig. 
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aften In der Wirksamkeit auf die Vesikulardriise der infan- 
das — tilen Ratten itibertrifft Testosteron alle bisher gepriften 
beim — Stoffe noch wesentlich stairker. In den auf Tafel V dar- 
| gestellten Bildern ist die Wachstumwirkung von 100 y Testo- 

sti. — steron tiber 9 Tage (Gesamtdosis: 900 y) wiedergegeben: die 
zel. & Vesikulardriisen sind zur vollen Sekretionsbereitschaft aufgebaut 
sen worden; der Effekt ist ein weit besserer als mit der 5 fach gréBeren 
Dosis an Androstendion oder der 10 fach gréBeren Dosis an An- 
drosteron. Die in diesem Testverfahren giiltigen quantitativen 
Beziehungen miissen in weiteren Versuchsreihen geklirt werden. 


an ® Die physiologischen Versuche wurden von Fri. D. v. Dresler und 
chen Frl, U. Meinerts in der biochemischen Abteilung unseres Institutes durch- 
Der & gefiihrt. 
pes: Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, der Rockefeller 
1en- | Foundation und der Schering-Kahlbaum A.-G., Berlin sprechen wir 
vor- [| wnseren Dank fiir die Unterstiitzung unserer Arbeiten aus. 
hen & 
‘a Beschreibung der Versuche. 

er- 
_ 4°-Androstendiol-(3, 17). 204 mg Dehydro-androsteron wurden mit 
,.. — 50ccm n-Propanol unter Sieden so lange mit kleinen Stiickchen Natrium 
ster & versetzt, bis sich das Metall nicht mehr léste. Die hei’e Lésung wurde 

in Wasser gegossen und ausgeithert, die itherische Lésung mit verdiinnter 

ion @@ Salzsiure und Wasser gewaschen, getrocknet (iiber Na,SO,) und abdestilliert. 
ind @ Der Riickstand wurde im Hochvakuum bei 140° destilliert. Es sublimierten 
Vir 194mg vom Schmelzp. 175—178°. Durch Umkrystallisieren aus Aceton- 


Petrolither wurden 183 mg Androstendiol in Blittchen vom Schmelzp. 177 
Jen | bis 178° (unkorr.) erhalten. 


Optische Drehung: [a@]}§ = — 55,5° (in Propylalkoho)). 


it 
in- 2,887 mg Subst.: 8,280 mg CO,, 2,757 mg H,0. 
wa C,Hs,0, Ber. C 78,55 H 10,42 Gef. C 78,22 H 10,68. 
al A’-Androstendiol-diacetat-(3,17). 183 mg Androstendiol wurden durch 
| ‘/,stiindiges leichtes Sieden mit Essigsiureanhydrid acetyliert. Nach der 

as Destillation im Hochvakuum bei 130° und Krystallisation aus reinem 
ol Methanol wurden 180 mg Androstendiol-diacetat in Blittchen vom Schmelz- 
” punkt 159,5° (unkorr.) erhalten. 

Optische Drehung [a]}* = — 56,5° (in Alkohol). 

5,002 mg Subst.: 13,540 mg CO,, 4,100 mg H,O, 0,004 mg Rest. 

C,,H,,0, Ber. C 73,75 H 9,16 Gef. C 73,88 H 9,17. 

7 4°- Androstendiol - (3, 17)- monoacetat-(17). 180 mg Androstendiol- 


diacetat wurden mit 0,8 Mol KOH (21,5 mg) in 65 cem Methanol 15 Stunden 
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stehen gelassen, mit verdiinnter Salzsiure angesiiuert, in Wasser gegossen 
und ausgeiithert. Die itherische Lésung wurde gewaschen, getrocknet und 
eingedampft. Der Riickstand wurde einmal aus reinem Petrolither und 
danach bis zum konstanten Schmelzpunkt von 148° (unkorr.) aus verdiinntem 
Aceton umkrystallisiert. Ausbeute an reinstem Mono-acetat in Gestalt von 
filzigen Nadeln: 102,9 mg. 


Optische Drehung: [a]}* =— 62,4°. 
4,309 mg Subst.: 11,945 mg CO,, 3,680 mg H,0O. 
C.,H;,03; Ber. C 175,83 H 9,72 Gef. C 75,60 H 9,56. 


Oxydation mit Chromsaure: Testosteron-acetat. 102,9 mg Andro- 
stendiol-monoacetat wurden in 15 ccm Eisessig gelést, mit 49,55 mg Brom 
in 1,57 ccm Eisessig bromiert, mit 30,9 mg CrO, in 12 cem Eisessig ver- 
setzt und 15 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Danach wurde 
in Wasser gegossen und ausgeithert. Die itherische Lésung wurde ge- 
waschen (mit 1 n-NaQOH, verdiinnter Salzsiiure und Wasser), getrocknet und 
ohne Erwirmen eingedampft. Der Riickstand der Oxydation wurde in 
20 ccm Eisessig gelést und portionsweise unter Umschwenken mit 1 ¢ 
Zinkstaub versetzt, danach 10 Minuten auf siedendem Wasserbad erwirmt 
und vom Zinkstaub abgenutscht. Der Zinkstaub wurde 1 mal mit Lisessig 
und 8 mal mit Ather gewaschen; die vereinigten Filtrate wurden mit Wasser 
verdiinnt und ausgeithert, die ditherische Liésung gewaschen, getrocknet und 
eingedampft. Der Riickstand stellte ein hellgelbes Ol dar, das durch De- 
stillation im Hochvakuum (0,001 mm) bei 120° gereinigt und aus verdiinntem 
Aceton umkrystallisiert wurde. Es krystallisierte das Testosteron-acetat in 
Nadeln vom Schmelzp. 188° (unkorr.). Ausbeute: 51,6 mg. 


Optische Drehung: [o]}* = + 87,5° (in Alkohol). 
4,468 mg Subst.: 12,470 mg CO,, 3,630 mg H,0. 
C,,H40s Ber. C 76,31 H 9,16 Gef. C 76,18 H 9,09. 


Testosteron [4*-Androstenol-(17)-on-(3)]. 51,6 mg Testosteron-acetat 
wurden mit 15 cem 1n-methylalkoholischer Kalilauge 30 Minuten zum 
Sieden erhitzt, mit Wasser verdiinnt und in der iiblichen Weise auf- 
gearbeitet. Das Verseifungsprodukt wurde aus verdiinntem Aceton um- 
gelést; es krystallisiert in gefiederten Nadeln vom Schmelzp. 151° (unkorr.). 
Optische Drehung: [«]}§ = + 104° (in Alkohol). Maximim der Absorption 
bei 288 mu (Fig. 1). Ausbeute: 50 mg. 


3,453 mg Subst.: 10,010 mg CO,, 3,000 mg H,0. 
CrotlesOe Ber. C 79,11 H 9,79 Gef. C 79,06 H 9,72. 


Testosteron-oxim. Es wurde in der iiblichen Weise durch Erwiirmen 
mit iiberschiissigem Hydroxylamin-acetat in alkoholischer Lésung gewonnen 
und aus verdiinntem Alkohol umgelist. Kleine Nadeln vom Schmelz- 
punkt 215° (unkorr.). 


2,699 mg Subst.: 0,109 cem N, (24°, 758 mm). 
C,,H,,O.N Ber. N 4,62 Gef. N 4,63. 
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Uber Testosteron. 


Auswertung des Testosterons im Hahnenkammtest. 






(Dosierung: 4 Tage lang 2 mal tiglich 1 Dosis in 0,2 cem Sesamil.) 
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Uber das antineuritische Vitamin. 
(4. Mitteilung.) 


Von 


A. Windaus, R. Tschesche und R. Grewe. 
(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitaitslaboratorium in Géttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. September 1935.) 


Uber die Einheitlichkeit des Vitamins B, aus Reiskleie oder 
aus Hefe und iiber die analytische Zusammensetzung seiner Salze 
besteht erfreulicherweise nunmehr Ubereinstimmung unter den 
Bearbeitern der Frage, und die zuerst in Géttingen aus der Ana- 
lyse des Pikrolonats abgeleitete Formel des Vitamins B, gilt als 
zutreffend. Die Analyse des salzsauren Salzes, das lufttrocken 
Krystallwasser enthalt und nach dem Trocknen hygroskopisch ist, 
hat einige Schwierigkeiten gemacht, doch wird jetzt fiir das 
wasserfreie salzsaure Salz die Formel C,,H,,ON,SCI, als richtig 
angenommen. 

In unserer 3. Mitteilung!) hatten wir einige Abbauversuche 
am krystallisierten Vitamin B, beschrieben; durch vorsichtige Oxyda- 
tion mit Salpetersiure gelang es aus dem Vitamin zwei gut charakte- 
risierte Bruchstiicke zu erhalten, einen Athylester*) C,H, ,N,0, 
und eine Séure C,H,O,NS. Uber die Konstitution dieser Abbau- 
produkte konnten wir seinerzeit noch keine sicheren Aussagen 
machen. Den Athylester C,H,,N,O, hielten wir zunichst fiir 
das salpetersaure Salz eines Imidazolessigsiure-esters oder 
eines Methyl-imidazol-carbonsiureesters. Da aber die leicht 
zuganglichen Vertreter dieser Stoffklasse von unserem Stoff ver- 
schieden waren und auch ein ganz anderes Ultraviolett-spektrum 
besaBen wie er, sprachen wir die Vermutung aus, unser Abbau- 
produkt kénne das Derivat eines Methyl-dioxy-pyrimidins 
darstellen. 


*) Die Athoxylgruppe wird erst bei der Aufarbeitung der Reaktions- 
produkte eingefiihrt; sie ist im Vitamin B, nicht vorhanden. 
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die Formel einer ¢-Thiopyrrol-carbonsaure fiir wahrscheinlich: 
die Unbestandigkeit der Verbindung, die mit verdiinnter Natron- 
lauge leicht Schwefelwasserstoff abspaltete, schien uns gegen die 
Méglichkeit zu sprechen, da8 ihr ein schwefelhaltiger Ring wie 
Thiophen oder Thiazol zugrunde liegen kiénne*). Hier sind wir 
einem Irrtum unterlegen. Williams und seine Mitarbeiter?) haben 
inzwischen nachgewiesen, daB unsere Abbausiure C,H,O,NS mit 
der schon lange bekannten 4-Methyl-thiazol-5-carbonsiiure iden- 
tisch ist. 

Die amerikanischen Forscher sind bei ihren Untersuchungen 
folgendermaBen vorgegangen; sie machten die sehr iiberraschende 
3eobachtung, daB das Vitamin B, eine sehr glatte Spaltung durch 
saure Sulfitlésung erleidet; es zerfallt dabei in zwei Bruchstiicke, 
eine Siure C,H,O,N,S, die sie als Athyl-amino-pyrimidin- 
sulfosiure von der Konstitution I ansprechen und in eine Base 
C,H,ON,S, die héchst wahrscheinlich ein Oxithyl-methyl- 
thiazol von der Formel II darstellt und die bei vorsichtiger 


CH,-CH, CH,-OH 
rs Po 
C CH, CH, 
| Poa 
N c—SO,H C-——6 
o9 | Il N¢*#) 5)| 
HC C—NH, CH—S 
> a 


Oxydation in eine Saure tibergeht, die als 4-Methy]-thiazol-5-carbon- 
siure identifiziert wurde; sie ist mit unserm Abbauprodukt 
(.H,O,NS identisch. 

Die Verkniipfung der beiden Spaltstiicke im Vitamin soll 
durch das quartire Stickstoffatom des Thiazols erfolgen und fiir 
das Vitamin B, wird von den amerikanischen Forschern die 


-CH 
- CH CH,  CH,-CH,-OH 
C d a 
JOo~™m : — 
~ U-———_NKK 
| | ‘CH—S 
HC C—NH, 
4 
Y Ill 


Formel III vorgeschlagen. In dieser Formel, die, wie wir glauben, 
in den wesentlichen Punkten das Richtige trifft, ist noch zweifel- 


*) ,,Die Thiazole zeichnen sich durch au8erordentliche Bestiindigkeit aus.‘ 
Karrer, Lehrbuch d. organ. Chemie, 3. Auflage, S. 757. 


YF ba 


Fir das schwefelhaltige Abbauprodukt C,H,O,NS hielten wir 
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haft die Haftstelle der Athylgruppe und des Thiazols am 
Pyrimidinkern, AuBerdem sind vielleicht statt der Athylgruppe 
zwei Dimethylgruppen anzunehmen. 

Im Laufe des letzten Jahres haben wir selbst einige weitere 
Versuche am Vitamin B, vorgenommen und vor allem die Oxydation 
des Sulfats mit Bariumpermanganat untersucht. Aus dem ent- 
standenen Oxydationsgemisch haben wir durch Fallen mit Pikrolon- 
siiure eine Anzahl basischer Substanzen niedergeschlagen, unter 
welchen wir nach weiterer Reinigung iiber das Pikrat und Hydro- 
chlorid als Hauptprodukt eine einheitliche Verbindung der Formel 
C,H,,N, auffanden. Andere bei der Oxydation entstehende Stoffe 
konnten wir dagegen aus Materialmangel nicht eindeutig charakte- 
risieren. 

Die neue Base C,H,,N, ist 2wertig; es handelt sich sehr 
wabrscheinlich um ein Dimethyl-diamino-pyrimidin oder um ein 
Athyl-diamino-pyrimidin. Von den mdglichen 11 Isomeren sind 
einige bekannt bzw. leicht zuginglich; diese sind von unserem 
Abbauprodukt verschieden. Von den noch verbleibenden Formeln 
halten wir die eines 2, 4-Dimethyl-5, 6-diamino-pyrimidins (Formel lV) 


fiir die wahrscheinlichste und stiitzen uns dabei auf die folgenden 
beiden Argumente. 

1. Die unserm Athylester-nitrat C,H,,0,N, zugrunde liegende 
Saiure C,H,O,N, enthalt ein Kohlenstoffatom weniger als die neue 
Base ©,H,,.N, Man darf annehmen, da’ beide Verbindungen 
dem gleichen Bezirk des Vitaminmolekiils entstammen. Dann 
ergibt sich fir den Verlust eines Kohlenstoffatoms bei der Oxydation 
mit Salpetersiure folgende Deutungsméglichkeit: Die beiden Amino- 
gruppen wurden durch OH ersetzt, die eine Methylgruppe wurde 
zu Carboxyl*) oxydiert und dann als Kohlendioxyd abgespalten. 
Das gebildete Methyl-dioxy-pyrimidin ist dann mit Alkohol und 
Salpetersiure iithyliert worden und hat ein Mol. Salpetersiure 
addiert. Hierfiir finden sich Analogien in einer Arbeit von 


*) In der Literatur ist die leichte Oxydierbarkeit kernstindiger Methy]- 
gruppen (z. B. im 4-Methyl-uracil) hiufig besehrieben worden. 
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H. Biltz’). So teilt er mit, daB die Iso-dialursiure (V) schon 
beim Erwirmen mit Chlorwasserstoff-haltigem Alkohol am Sauer- 
stoff alkyliert wird; er formuliert den Vorgang folgendermaBen. 


i: CO oe 
| _OH | -OH 
NH——CHOH NH——CHOH 


Ferner gibt H. Biltz an, daB das 1,3-Dimethyl-5-methoxy-uracil (VI) 
leicht Salpetersiure anlagert; eine ahnliche Anlagerung ist vom 
Thymin (VII) bekannt. In der Literatur‘) sind fiir den Vorgang 
die folgenden Formeln vorgeschlagen worden. Fiir unsern Stoff 


CH, CH, 
cH vi CH—ONO 
VI wae b_ocu, + HNO, = me \cc 0H 
\ i 8 —— 3 / OCH, 
N-—CO N——CO 
CH, ‘Un, 
H 
| a | mee: : 
Vu si C—CH, + HNO, = = De<e te 
3 
NH—— CO NH—— CO 


C,H,,O,N, wiirde man in Analogie hierzu etwa die Formulie- 
rung VIII wahlen. Jedenfalls 148t sich unser Salpetersiureabbau- 


/ C<oNO 
Vul ~_ sae 
> eee 
NH—CO 


produkt nur von einem Dimethyl- und nicht von einem Athyl- 
pyrimidin ableiten. 

2. Vor einiger Zeit haben Kuhn und Mitarbeiter’) aus Hefe 
einen in alkalischer Liésung blau fluorescierenden Farbstoff, das 
Thiochrom, isoliert, dem sie die Formel C,,H,,N,OS zuschreiben; 
es liegt sehr nahe diesen Stoff als Dehydrierungsprodukt des 
Vitamins aufzufassen, und tatsiichlich ist es Barger und Mit- 
arbeitern®) gelungen, das Vitamin B, durch Oxydation mit alka- 
lischer Kaliumferricyanidlésung in Thiochrom iiberzufiihren. Das 
Thiochrom bildet nur mit Siuren, aber nicht mit Basen Salze 
und ist nach seinen Kigenschaften sicher keine quartiire Ammonium- 
verbindung wie Vitamin B,. 





p 
4 
{ 
| 
i 




























102 A. Windaus, R. Tschesche und R. Grewe, 


Zur Deutung der Reaktion ziehen wir das Verhalten der 


quartiiren Chinoliniumverbindungen heran, die bekanntlich mit 
alkalischer Kaliumferricyanidlésung iiber Cyclaminole in Cycla- 
minone iibergehen. 


ANZ ite éo 
| slg lk — i" 
a ee Hi ain stale 
i BY 
ye | | 
CH, J CH, CH, 


Wir nehmen als wahrscheinlich an, daB das Vitamin B, (Ia) 
in derselben Weise umgewandelt wird und daB sich das gebildete 
Cyclaminon (IX) mit der primiren Aminogruppe des Pyrimidin- 
kerns zum Thiochrom (X) kondensiert. 





CH,OH CH,OH 
| | 
Cl CH, CH, H,C OH, 
: a 4 a 
CH,0¢ m= n¢ a v - cHcK SON 
NCC \cH—S An—c€ CHOH-8 
‘NH, NH, 
IIla 
CH,OH CH,OH 
| | 
CH, CH, HC CH, 
| 
N=C-CH, A=C N=C CH, C=C 
Ma Soe | CH,CK pong | 
\n—0¢ \co-s N—0€ DO-8 
NH, Nm 
IX x 


Eine solche Kondensation ist aber nur méglich, wenn im 
Vitamin die freie Aminogruppe und der Stickstoff des Thiazolonium- 
ringes an benachbarten Kohlenstoffatomen stehen. Ein Meta- 
ringschlu8 wiirde zu Gebilden fiihren, die der Bredtschen Regel 
widersprechen. Aus diesem Grunde ist es also sehr wahrscheinlich, 
daB in unserm Diamino-pyrimidin die beiden Aminogruppen an 
C, und C, des Pyrimidinkerns stehen und es die Konstitution IV 
besitzt. 


Auch das von Barger und Mitarbeitern®) dargestellte ther- 
mische Zersetzungsprodukt C,H,,N, liBt sich in einfacher Weise 
nur deuten, wenn man annimmt, dab die beiden Stickstoffatome 
in Ortho-Stellung am Pyrimidinkern haften. 











JH 











Uber das antineuritische Vitamin. 108 


Experimenteller Teil. 


Die Lésung von 100 mg salzsaurem Vitamin in 10 com Wasser 
wird zur Bereitung des schwefelsauren Salzes mit verdiinnter 
Schwefelsiure angesdiuert und mit verdiinnter Silbersulfatlésung 
versetzt, solange noch ein Niederschlag von Silberchlorid entsteht. 
Man filtriert ab, versetzt das Filtrat mit 20 ccm 2 n-Schwefelsiure 
und fiigt eine Lisung von 250 mg Bariumpermanganat in etwa 
15 com Wasser tropfenweise hinzu. Nach beendigter Oxydation 
wird vom ausgeschiedenen Braunstein abfiltriert, das Filtrat mit 
Barytwasser in groBem UberschuB versetzt, nochmals filtriert und 
das noch in Lésung befindliche Barium durch Zufiigen der iiqui- 
valenten Menge Schwefelsiiure als Sulfat gefillt. Man zentrifugiert 
den Bariumsulfat-Niederschlag ab und versetzt die im Vakuum 
auf etwa 2 ccm eingeengte Lésung tropfenweise mit wiBriger 
Pikrolonsiiure-Lésung. Das gebildete Pikrolonat wird abgesaugt, 
in verdiinnter Salzsiure suspendiert und die Pikrolonsiure durch 
Schiitteln mit Ather wieder entfernt. Die salzsaure Lésung hinter- 
liBt nach dem Eindampfen im Vakuum und Trocknen iiber Atz- 
kali 12 mg eines krystallisierten salzsauren Salzes, das nach mehr- 
maligem Umkrystallisieren aus Methanol unter Zusatz von ab- 
solutem Ather unscharf bei etwa 250° unter Zers. schmilzt. 

Zur Bereitung des Pikrates wird das salzsaure Salz in wiBrige 
Pikrinsdéurelésung eingetragen. Der zuniichst d6lig ausfallende 
Niederschlag krystallisiert nach wenigen Minuten. Er wird durch 
hiufiges Umkrystallisieren aus je 3 ccm Wasser gereinigt. Das 
Pikrat bildet diinne, perlmuttergliinzende Blittchen, die bei 
224,.5° unter Zers. schmelzen. 

5,041, 4,333 mg Subst.: 6,695, 5,795 mg CO,, 1,270, 1,120 mg H,O. — 
2,350, 3,192 mg Subst.: 0,478 (24°, 757 mm), 0,648 (22°, 747 mm) cem Ny. 

C,H,,N,-2 CgH;N,0, 
Ber. C 36,23 H 2,71 N 23,49 
Gef. ,, 36,22, 36,41 99 2,82, 2,89 9) 23,29, 23,17. 

Die Darstellung des salzsauren Salzes aus dem Pikrat wird 
wie oben bei dem Pikrolonat beschrieben durchgefiihrt. Nach dem 
Umkrystallisieren aus Methanol-Ather erhilt man farblose Nadeln, 
die bei 265° unter Aufschiumen und Abspaltung von Salmiak 
schmelzen. 

3,772 mg Subst., bei 100° i. Hochy. getr. kein Gew.-Verl.: 4,700 mg CO,, 
1,950 mg H,0O. 
C,H, .N,-2 HCl Ber. C 34,12 4H 5,74 
Gef. ,, 33,98 9 9,18. 
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Bei der Stickstoffbestimmung wurden 1,3°/, Stickstoff zu 
wenig gefunden (25,25°/, statt 26,55°/,). Leider haben wir zm 
Zeit kein Material, um die Bestimmung wiederholen zu lassen, 

Aus den Mutterlaugen des salzsauren Salzes kann man eine 
krystallisierte Base gewinnen, die von der oben charakterisierten 
verschieden ist. Die Hauptmenge dieses basischen Rohproduktes 
sublimiert bei 110—120° und 13 mm in farblosen Krystallen und 
gibt ein salzsaures Salz, das bei 224° zu einer farblosen Fliissig- 
keit schmilzt. Vielleicht handelt es sich um das Mono-acetyl- 
derivat der Base C,H,,N,. 

AuBer den mit Pikrolonsiure fillbaren Anteilen laBt sich 
aus den Oxydationsprodukten des Vitamins ein Gemisch saurer 
Verbindungen isolieren. Durch hiufiges Umkrystallisieren aus 
Methanol-Ather kann man 2 Fraktionen erhalten, von denen die 
eine in federartig gezeichneten Blittchen krystallisiert und bei 
225° schmilzt, die andere mehrere Millimeter lange Nadeln vom 
Schmelzp. 180° bildet. Beide Substanzen reagieren sauer gegen 
Lackmus. Sie enthalten Stickstoff, aber keinen Schwefel und kein 
Chlor. Zu einer genaueren Untersuchung fehlte es an Material. 


Wir danken der 1.G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld, 
fiir die uns zur Verfiigung gestellten Hefeextrakte und der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft fiir die Unterstiitzung unserer Arbeiten. 
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Nachschrift am 24, X. 1935. 


In dem soeben erschienenen Heft des J. Amer. Chem. Soc. 57, 
1878 (1935) findet sich eine Angabe iiber die Kinwirkung von 
Natronlauge und Luft auf Thiazoliumsalze. Hierbei entstehen, 
wie es bei den Benzthiazoliumsalzen schon bekannt ist, Disulfide. 
An der SchluBfolgerung, die wir iiber die Nachbarstellung der 
Aminogruppe und des Stickstoffs des Thiazolringes im Vitamin B, 
gezogen haben, andert sich dadurch nichts. 

















Zur Kenntnis der Gallensiuren. 
XLVI. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. September 1935.) 


Uber eine neue Bildungsweise 
der Verbindung C,,H,,N,O,, (Biliansaure-Reihe). 


Die farblose Verbindung C,,H,,N,O,, entsteht aus der blauen 
Nitrosoverbindung’ C, ,H,,N,O, (I) unter der Kinwirkung starker Sal- 
petersiure von Raumtemperatur; auch aus Biliansiiure-oximlactam 
C,,H,,N,O, (II) kann man sie erhalten, der Weg geht dann iiber 
das Nitrosolactam I. Der Korper C,,H,,N,O,, ist als ein Amino- 
nitril aufgefaBt worden und als eine mégliche Strukturformel wurde 
fiir ihn das Symbol III aufgestellt'). Seine Bildung aus I kann 
man sich, abgesehen von der Sprengung des Lactamringes, etwa 
nach folgendem Schema (1,4-Anlagerung und oxydative Spaltung) 


vorstellen ”): 


NO O——N 
| |_| _ 
CH,—C==C— ——> CH—C—CH— ——> COOH N : C—CH— 


career Retesshalie J ai cahenue | 


Es ist aber schon darauf hingewiesen worden’), daB bei der 
Entstehung des Aminonitrils der Stickstoff der Nitrosogruppe Be- 
ziehungen zu dem Kohlenstoffatom 6 aufnehmen und mit diesem 
die Nitrilgruppe bilden kénnte, wihrend die Carboxylgruppe dann 
aus dem O©-Atom 7 hervorgeht, ein Ubergang, der aber fiir 
weniger wahrscheinlich gehalten wurde. Ferner ist betont worden }), 
daB die Verbindung C,,H,,N,O,, méglicherweise auch ein Lactam- 
amid von der Strukturformel IV darstellt. Nach der van Slyke- 
schen Methode der Aminostickstoff-Bestimmung li8t sich nimlich 
in dem Kérper C,,H,,N,O,, eine NH,-Gruppe nachweisen; es ist 


1) Diese Z. 217, 70 (1933). *) Diese Z. 208, 123 (1932). 
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aber nicht sicher, ob es sich hierbei um eine Amino- oder eine 
Amidgruppe handelt. Kocht man die Verbindung C,,H,,N,0O,, 
kurze Zeit mit 10°/,iger Salzsiiure, so nimmt sie ein Molekiil 
Wasser auf und in dem neuen Stoff C,,H,,N,O,, lassen sich mit 
dem van Slykeschen Verfahren 2 NH,-Gruppen feststellen?). Man 
kann also dem Korper C,,H,,.N,O,, die Struktur eines Amino- 
amids von der Formel V zuschreiben; ein solches Aminoamid 
kénnte aber sowohl aus III (durch partielle Verseifung der 
Nitrilgruppe), als auch aus IV (durch Aufspaltung des Lactam- 
ringes) hervorgehen. Vor etwa einem Jahr ist nun eine Beob- 
achtung gemacht worden, die doch mehr zugunsten des Symbols IV 
fiir die Verbindung C,,H,,N,O,, spricht. Es wurde nimlich die 
Nitrolactamhydroxamsidure C,,H,.N,O, mit starker Salpetersiiure 
von Raumtemperatur gepriift; diese Hydroxamsiure enthilt den- 
selben Lactamring wie die Verbindungen I, II und wie das Keto- 
lactam VI, von dem weiter unten die Rede sein wird, denn sie 
laBt sich auf einem Umwege in den Nitrosokérper I bzw. in das 
Ketolactam VI iiberfiihren. Die Priifung ergab?), daB nach 6tiigiger 
Kinwirkung der Salpetersiiure (D.1,4) noch 50°/, der Nitrolactam- 
hydroxamsiiure unverindert waren; der Lactamring scheint also 
gegen Salpetersiure von Raumtemperatur verhialtnismaBig  be- 
stiindig zu sein. Da sich ein brauchbares Reaktionsprodukt nicht 
isolieren lieB, ist es auBerdem méglich, daB auch in dem an- 
gegriffenen Anteil der Nitrolactamhydroxamsiure der Lactamring 
noch unversehrt war, der Angriff am Molekiil vielmehr an einer 
anderen Stelle erfolgte; es ist ja auch von vornherein nicht sehr 
wahrscheinlich, daB dieser Ring durch Salpetersiiure von so hoher 
Konzentration bei gewéhnlicher Temperatur geéffnet wird. Wenn 
also der AnalogieschluB von der an der Nitrolactamhydroxam- 
siure gemachten Beobachtung auf das Verhalten der Verbin- 
dungen I und II gegen Salpetersiiure gestattet ist, wiirde fiir den 
Korper C,,H,,N,O,, von den beiden médglichen Formeln Ii] 
und IV dem Symbol IV der Vorzug zu geben sein. 

Im Anschlu8 an die Priifung der Nitrolactamhydroxamsiure 
C,,H,,N,0, ist nun neuerdings auch das Verhalten der Keto- 
lactamtricarbonsiure VI gegen Salpetersiure untersucht worden. 
Dieses Ketolactam VI ist friiher auf verschiedenen Wegen her- 
gestellt worden, z. B. aus Biliansiiure-oximlactam I durch Hydrolyse 
der Ketoximgruppe’). Li8t man starke Salpetersiure bei gewohn- 


1) Diese Z. 207, 271 (1932). *) Diese Z. 230, 206 (1934). 
5) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 177, 293 (1928). 
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licher Temperatur auf den Kérper VI einwirken, so ist eine sinn- 


J. | fillige Reaktion nicht zu beobachten. Die schwach gelb gefirbte 

iil Liésung erwirmt sich nicht, sie bleibt klar und verindert auch 

nit nicht ihre Farbe; insbesondere ist aber, bei Verwendung reinen 

an Ausgangsmaterials, keine Spur einer Gasentwicklung festzustellen. 

10- Versetzt man nach 5—6 Tagen die Lésung mit einer reichlichen 

uid Menge Wasser, so entsteht eine zuniichst amorphe Fillung, die i 
ler beim Stehen krystallinisch wird. Die Krystalle zeigen eine grofe 
m- [ Ahnlichkeit mit der Ketolactamtricarbonsiiure, so daB man erst 
b- FF laubte, daB iiberhaupt keine Reaktion eingetreten wire. Die | 
[VY — Analyse ergab aber, daf die Verbindung C,,H,,N,O,, (III baw. { 
lie — IV) sich gebildet hatte. Identifiziert wurde das Produkt durch i 
re | Uberfiihrung in die sogenannte f#-Siure und in das Aminoamid V i 
n- — (ygl. unten) Wenn man fiir die merkwiirdige Bildung des Kérpers } 
o- — C,,H,,N,0,) aus der Ketolactamtricarbonsiure eine Erklirung i 
ie versuchen will, so hat man wohl anzunehmen, daB als wirksames i 
as [fF Mittel der Salpetersiure salpetrige Siure aus dem der Ketogruppe { 
er benachbarten Methylen eine Ketoximgruppe bildet') und das so ; 
n- §&  entstandene Isonitrosoketon unter dem EinfluB der starken Salpeter- 
30 siure dann weiter veriindert wird. Dabei kénnte es sich — im lt 
e- [fF Sinne einer ,,Beckmannschen Umlagerung zweiter Art*?) — um 
nt J eine Sprengung des Ringes zwischen Ketoxim- und Ketogruppe | 
1- — unter Ausbildung einer Nitril- und einer Carboxylgruppe handeln. | 
g § Die Nitrilgruppe bzw. die aus ihr durch Wasseranlagerung hervor- | 
or gehende Siureamidgruppe wiirde dann dem Kohlenstoffatom 6 ; 
ir —  entsprechen und wire eindeutig festgelegt (vgl. oben). Es ist : 
t  — aber auch denkbar, daB das zunichst entstandene Isonitrosoketon 4 
n durch eine ,.Beckmannsche Umlagerung erster Art?) in das \ 


- —  Inmid einer 2 basischen Siure umgewandelt wird, das dann weiter 
auf der einen oder anderen Seite des Stickstoffs eine hydrolytische 


n §— Spaltung erfihrt. In diesem Falle wiirde also die Siureamid- 

[ [  gruppe aus dem Kohlenstoffatom 6 oder 7 hervorgehen. Ahnliche Ht 
'  Umwandlungen, allerdings unter anderen Bedingungen, sind beim i 

> §{  Isonitrosocampher beobachtet worden, der sowohl in Campher- i. 


. nitrilsiure, als auch in Camphersiiureimid, als auch in Campher- i 
amidsiure tibergefiihrt werden kann’), — Es tritt nunmehr auch il 
die Méglichkeit einer anderen Erklirung fiir die Bildung der i 


Verbindung C,,H,,N,O,, aus Biliansiure-oximlactam II bzw. aus 4 


1) H. Wieland u. O. Schlichting, Diese Z. 134, 282 (1924). 
*) A. Werner u. A. Piguet, Ber. chem. Ges. 37, 4298 (1904). 
*) Schrifttum in Beilsteins Handb. d. Organ. Chem. (4. Aufl). 
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dem Nitrosokérper I in den Vordergrund. Man kann nimlich 
annehmen, daB die Nitrosogruppe durch die Salpetersiure in eine 
Ketogruppe iibergefiihrt wird, nach dem Schema: 


>C=C(NO)— ——-> >C=C\OH)— —> >CH—CO—, 


wie sich ein solcher Ubergang auch bei der in der letzten Mit- 
teilung') beschriebenen Entstehung der Bilisoidansiiure aus der 
Nitrosoverbindung C,,H,,NO, (Isobiliansiiure-Reihe)  vollzieht. 
Erfolgt die Abspaltung der NO-Gruppe vor der Verinderung 
der benachbarten Methylengruppe, so wiirde intermediir die 
Ketolactamtricarbonsiure VI auftreten; die Bildungsweise der 
Verbindung C,,H,,N,O,, aus VI wire dann nur insofern als 
,neu“ zu bezeichnen, als sich dieser Ubergang auch an dem iso- 
lierten, als Ausgangsmaterial benutzten Ketolactam verwirk- 
lichen 1aBt. 

Die Entstehung der Verbindung ©,,H,,N,O,, aus der Keto- 
lactamtricarbonsiure C,,H,,.NO, besitzt noch ein allgemeineres 
Interesse, insofern sie uns vielleicht AufschluB gibt iiber die Art 
und Weise, wie die oxydative Aufspaltung eines Ketoringes mit 
der Gruppierung —CH,—CO—, unter Ausbildung zweier Carb- 
oxylgruppen, unter dem Einflu8 von Salpetersiiure sich vollzieht 
oder wenigstens sich vollziehen kann. Die bezeichnete oxydative 
Ringsprengung ist ja in der Chemie der Sterine und der Gallen- 
siuren in sehr zahlreichen Fallen mit verschiedenen Oxydations- 
mitteln, insbesondere auch mit Salpetersiure, durchgefiihrt 
worden. Bei Verwendung von Salpetersiure dirfte nach Obigem 
zunichst das Isonitrosoketon entstehen, das dann eine Spaltung 
erfahrt unter Ausbildung einer Carboxyl- und einer Nitril- oder 
Saiureamidgruppe. Das gilt wenigstens, wenn die Oxydation bei 
gewohnlicher Temperatur vorgenommen wird, da nur dann die 
Nitril- bzw. Siureamidgruppe verhiltnismaBig stabil ist, waihrend 
bei héherer Temperatur diese Gruppen mehr oder weniger schnell 
in Carboxylgruppen iibergehen. So wird auch Campheramidsaure 
durch warme rauchende Salpetersiure in Camphersiéure iiber- 
gefiihrt”). In diesem Zusammenhang sei erwihnt, daB es bisher 
noch nicht gelungen ist, bei der Einwirkung heiBer Salpeter- 
siure auf die Ketolactamtricarbonsiiure VI oder auf die Verbindung 
C,,H,,N,0,. krystallisierte Produxte zu erhalten; eher scheint es 


/944136+%2 
méglich, bei sehr lange dauernder Einwirkung von Salpetersiiure 





1) Diese Z. 235, 74 (1935). 
*) Schrifttum in Beilsteins Handb. d. Organ. Chem. (4. Aufl.). 
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yon Raumtemperatur auf den Korper C,,H,,N,O,, oder auch das 
Ketolactam zu diesem Ziele zu gelangen, Versuche, die noch der 


In den nachstehenden Formeln bedeutet die Klammer den 
AnschluB des Restes C,H,,.COOH, beziiglich der Struktur des 
Lactamringes vgl. die 40. Mitteilung’), 


NH——COo 

| | 

CH, C 

| | 
CH,CH,CH OC 


I | 
boon bu )G.NO 


) 


COOH CH, 
Nitrosoverbindung, C,,H,,N,0x. 
NH, COOH 
| | 
CH, C 
= i 
CH, CH, CH C 


I oe oa 
fi, a: 
| | 
boou CH C:N 


Nae 
OOH COOH 
Aminonitril, C,,H,.N.04. 
NH, COOH 


| | 
CH, C 
= i 
CH,CH,CH C 
Y ee ee aa 
(H, CH 
| | 
soon CH CO-NH, 


a i, 
COOH COOH 


| 
CH, C | 
CH, C CH 
| | 
boo CH C:NOH 
Pa 
COOH CH, 
Biliansiure-oximlactam, C,,H,,N,0,. 
NH CO 
| 
bu, ¢ 
mo 
— CH C 
ge 
CH, 0 ie 


| | 
OOH CH  CO-NH, 


a, 
COOH COOH 
Lactamamid, C,,Hs,N.0;o. 
NH CO 


| | 
CH, i| 








| | 
CH,CH,CH C 


ge Le ae 
CH, C CH 
| | | 
si 
COOH CH, 
Ketolactam, C,,H,,NQs3. 


Beschreibung der Versuche. 


1. Reinigung der Ketolactamtricarbonsaure C,,H,,NO,. Die Keto- 
lactamtricarbonsiure C,,H,,NO, war nach dem friiher angegebenen, ab- 


gekiirzten Verfahren*) hergestellt worden. 
braun gefirbte Rohprodukt lieB sich nicht in der iiblichen Weise‘) in die 


2) Diese Z. 196, 280 (1931). 
3) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 176, 193 (1928). 





1) Diese Z. 220, 64 (1933). 
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Das zwar krystallinische, aber 
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Nadelform iiberfiihren, besaB also noch nicht den wiinschenswerten Rein- 
heitsgrad. Das Rohprodukt wurde deshalb wie folgt gereinigt. 6 g des 
braunen Ketolactams léste man zusammen mit 12g Natriumearbonat 
(Na,CO, + 2H,O) in 120 cem Wasser auf dem Dampfbad und gab der 
Lésung 0,9 g gepulvertes Kaliumpermanganat hinzu. Nach 6—7 Minuten 
langem Erhitzen auf dem Dampfbad war Entfirbung eingetreten. Nach 
dem Erkalten wurde vom Manganschlamm abgesaugt und das Filtrat mit 
Salzsiiure angesiiuert. Die hierdurch erzeugte Fillung wurde beim Stehen 
bald krystallinisch (,,kleine Krystalle“). Ausbeute 5,15 g. 


0,2054 g Subst. (bei 120° getr.): 5,5 cem N (20°, 748,6 mm). 
C,,H,,NO, Ber. N 3,01 Gef. N 3,07. 


Das so gereinigte Material war fast farblos und lieB sich ohne Schwierig- 
keit in die ,,Nadeln“ umwandeln. 


2. Uberfihrung der Ketolactamtricarbonsaure C,,H,.NO, in die 
Verbindung C,,H,,N,0,,. 1,47 g des gereinigten Ketolactams (,,kleine 
Krystalle“) wurden mit 10 cem 57°/,iger Salpetersiiure zusammengebracht, 
In der entstandenen, schwach gelb gefirbten Lésung war eine minimale 
Entwicklung feinster Gasblischen zu beobachten. Nach 6 Tagen gab man 
eine reichliche Menge Wasser hinzu und erzeugte hierdurch eine zuniichst 
flockige Fiillung, die beim Stehen krystallinisch wurde. Die Krystalle 
wiesen groBe Ahnlichkeit mit denen des Ausgangsmaterials auf und wurden 
zuniichst aus 20°/,iger Essigsiure, dann aus Wasser umkrystallisiert. 


0,1076 g Subst. (bei 120° getr.): 5,2 cem N (23,5°, 758,8 mm). 


C,,H,;NO, Ber. N 3,01 Gef. N 5,55. 


Schon seinerzeit bei der ersten Herstellung des K6érpers C,,H,,N,0,, 
(aus Biliansiure-oximlactam) war die Ahnlichkeit der Krystallformen mit 
den ,,kleinen Krystallen“ des Ketolactams VI aufgefallen. — Bei einem 
zweiten Versuch brachte man 5,56g des gereinigten Ketolactams mit 
39,5 cem 57°/,iger Salpetersiiure zusammen, es trat keine vollstiindige 
Lésung ein, auch dann nicht, als man noch 19,5 cem 65°/,iger Salpeter- 
siure hinzugegeben hatte. Nach etwa '‘/, Stunde saugte man von dem 
Ungelésten ab, dessen Menge 0,45 g betrug (bei lingerem Stehen wiirde, 
wie anzunehmen, vollstiindige Lésung erfolgt sein), in Lésung gegangen 
waren also etwa 5,1 g Ketolactam. Beim Stehen der Fliissigkeit war nicht 
die Spur einer Gasentwicklung festzustellen, das bei diesem Versuch ver- 
wendete Ketolactam war also wohl noch reiner als das beim ersten Ver- 
such benutzte Priparat, dafiir scheint auch die schwerere Léslichkeit zu 
sprechen, die vielleicht aber auch zum Teil durch derbere Beschaffenheit 
der Krystalle bedingt war. Nach 6 Tagen wurde die Lésung mit etwa 
900 cem Wasser versetzt, die beim Stehen krystallinisch gewordene Fillung 
am nichsten Tag abgesaugt, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Aus- 
beute 3,64 g = etwa 71°/, der eingesetzten Ketolactamtricarbonsiure. Eine 
Probe der Krystalle wurde aus Wasser umkrystallisiert. 


0,1546 g Subst. (bei 120° getr.): 7,4 com N (22,5°, 753,6 mm). 
C,,H3.N,045 Ber. N 5,47 Gef. N 5,48. 
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Im Aussehen der Krystalle, in den Léslichkeitsverhiltnissen und im 
Zersetzungspunkt') (205—207°) war ein Unterschied gegeniiber dem Ver- 
halten der aus Biliansiure-oximlactam hergestellten Verbindung C,,H,,N,0,, 
nicht festzustellen. Auch von dem nicht umkrystallisierten Material (3,64 g) 
wurde eine Analyse ausgefiihrt; sie ergab, da dieses Material bereits 
rein war. 


0,1426 g Subst. (bei 120° getr.): 6,9 cem N (21,5°, 750,6 mm). 
Cy 4HegN_010 Ber. N 5,47 Gef. N 5,54. 


Bei einem dritten Versuch betrug die Zeitdauer nur 5 Tage, auch be- 
nutzte man hier 65°/,ige Salpetersiure. 5 g gereinigtes Ketolactam wurden 
in 50 cem Salpetersiure (D. 1,4) gelést und die Lésung, die keine Gas- 
entwicklung erkennen lieB, nach 5 Tagen mit 750 cem Wasser versetzt. 
Die krystallinisch gewordene Fillung wurde nach lingerem Stehen abgesaugt, 
mit Wasser gewaschen und getrocknet (Ausbeute 4,24 g = 84,8°/, des ein- 
gesetzten Ketolactams), sie erwies sich ebenfalls als rein. 


0,1558 g Subst. (bei 120° getr.): 7,4 cem N (20°, 749,9 mm). 
C,,Hs.N2010 Ber. N 5,47 Gef. N 5,46. 


Ob bei noch kiirzerer Versuchsdauer die Ausbeute sich noch weiter 
steigern laBt, bleibt festzustellen. 


3. Einwirkung heifer Schwefelsaure auf den aus dem Keto- 
lactam VI erhaltenen Korper C,,H,,N,0,,. GemifS den friiher gemachten 
Angaben*) wurde 1g des aus VI erhaltenen Produktes (von den 3,64 g, 
S. 110) mit 12 eem 90°/,iger Schwefelsiure 15 Minuten lang auf dem Dampf- 
bad erhitzt; die Lésung firbte sich dabei nur wenig. Nach dem Erkalten 
gob man sie auf zerkleinertes Kis und krystallisierte die so erzeugte Fillung 
imal, verschwenderisch, aus 20°/,iger Essigsiure um. Die langsam heraus- 
kommende Krystallisation bestand aus farblosen, flachen Nadeln bzw. ge- 
streckten, diinnen Tafeln (0,3 g). 


0,1547 g Subst. (bei 120° getr.): 7,2 cem N (16,5°, 762,5 mm). 
C,,Hs.N2010 Ber. N 5,47 Gef. N 5,51. 


Aussehen der Krystalle, Léslichkeit und Zersetzungspunkt (203°) ent- 
sprachen den friither*) an der ,,6-Siure‘’ gemachten Beobachtungen. 


4, Einwirkung siedender Salzsaure auf den aus dem Ketolac- 
tam VI erhaltenen Korper C,,H,,N,0,,. Die Uberfiihrung der Verbindung 
C,,H,,N,0,) (aus Biliansiure-oximlactam hergestellt) in das Aminoamid V 
ist in der 33. Mitteilung beschrieben worden’). 1 g (von den 3,64 g, S. 110) 
wurde mit 50 ecm 10°/,iger Salzsiiure am Riickflubkiihler gekocht. Die Sub- 
stanz liste sich dabei langsam auf und nach etwa 15 Minuten war eine klare, 
gelbgefiirbte Lésung entstanden. Im ganzen kochte man 25 Minuten lang, 
machte die erkaltete Lésung mit Natronlauge alkalisch, hierauf mit Essig- 
siure schwach sauer (Lackmus) und versetzte sie mit 50 ccm 5°/,iger wib- 
riger Kupferacetatlésung. Die griine Kupferfillung wurde in bekannter 


1) Diese Z. 181, 198 (1929). 
*) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 191, 96 (1930). 
*) Diese Z. 205, 80 ff. (1932). 
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Weise durch Schwefelwasserstoff zersetzt und das Filtrat vom Schwefel- 
kupfer zur Trockne gebracht. Eine zweite Probe von 1 g (von den 3,64 g, 
S. 110) wurde in genau der gleichen Weise behandelt. Die Trockenriick- 
stiinde erhitzte man kurze Zeit mit einer geringen Menge 96°/,igen Alkohols, 
der braungefirbte Beimengungen aufnahm. Das vom Alkohol nicht Geliéste 
sah ziemlich farblos aus; man krystallisierte es, ohne Wert auf hohe Aus. 
beute zu legen, einmal aus einer reichlichen Menge Wasser um. Es resul- 
tierten flache Nadeln (0,21 g), auch hier haftete den Krystallen eine schwache 
Gelbfirbung an’), 


0,1517 g Subst. (bei 120° getr.): 6,9 com N (19°, 758 mm). 
C.,H;,.N,0,, Ber. N 5,28 Gef. N 5,30. 


Aussehen der Krystalle, Léslichkeit und Zersetzungspunkt (226°) ent- 
sprachen den friiher am Aminoamid V gemachten Feststellungen. 


Die Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft hat die 
vorliegende Arbeit durch Kreditgewiihrung in sehr dankenswerter Weise 
unterstiitzt. 


1) Diese Z. 205, 1 (1932). 
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Untersuchungen zur pathologischen Physiologie des Infarkts. 
che III. Ammoniak und Milchsaure bei Nekrose und Autolyse. 






























Von 


G. Borger, H. Bayerle, T. Mayr und E, Peters. 
Mit 2 Figuren im Text. i 


nt- ee a 


(Aus dem Pathologischen Institut der Universitit Miinchen,) 


die (Der Schriftleitung zugegangen am 28. September 1935.) i 


ise 3 ee 


In unserer letzten Mitteilung!) haben wir die Ansicht ver- 
treten, daB die Infarktbildung als eine Reaktion des lebenden 
Organismus angesehen werden kann, die verhindert, daB absterbendes i 
Gewebe autolytisch erweicht. Diese Reaktion erscheint als eine i 
zweckmiBige MaBnahme; denn durch die Verhiitung einer Er- 
weichung wird zugleich die Resorption von evtl. schadigenden 
Abbauprodukten verhindert und weiterhin eine Defektbildung 
vermieden, die fiir den Organismus unter Umstinden sehr ge- 
fihrlich werden kénnte. Man stelle sich z. B. vor, in einer Niere 
wiirde ein durch eine Embolie ausgeschalteter Gewebsbezirk nicht 
infarzieren, sondern autolytisch erweichen; die Folge wire ein 
,AusflieBen“ des erweichten Gewebes, eine Eréffnung der Harn- 
kanilchen und in vielen Fallen eine Infektion des erweichten 
Bezirkes durch die im Harn vorhandenen Bakterien. Bei Milz 
und Leber und am ganzen Magen-Darmtraktus erleben wir ja oft 
senug die tédlichen Folgen von Rupturen und Perforationen; sie 
werden in all den Fallen vermieden, in denen vom Organismus i 
eine Infarktbildung eingeleitet werden kann, so z. B. haufig am Hi 
Herzen und an den Lungen. Die Infarktbildung wirkt in diesen | 
Fallen itihnlich wie die Thrombenbildung bei verletzten Blut- it 
gefiBen. ii 

Nun ist aber die Infarktbildung nach GefiBverschlu8 nur if 
ein spezieller Fall dieser AbwehrmaBnahme des Organismus; all- 
gemein ist sie tiberall dort erkennbar, wo der lebende Kérper if 


ae i if 














1) Diese Z. 234, 245 (1985). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXVII. 
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Gerinnungsnekrosen bildet, um die Erweichung abgestorbener b 

; ° ee ° ° e 
Gewebe zu verhindern. Die ZweckmiBigkeit dieser MaBnahme 
erkennt man am besten in den Fallen, in denen der Organismus 
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sie aus uns unbekannten Griinden nicht anzuwenden vermag, also ™ 
z. B. bei einschmelzenden Eiterungen u. dgl. Neben den Folgen - 
der Defektbildung (Rupturen, Perforationen und dadurch oft i 
Weiterverschleppung des infektidsen Prozesses) kommt dann oft ry 
auch deutlich die toxische Wirkung der Resorption von Abbau- a 
produkten zum Ausdruck (Fieber, allgemeine Krankheitserschei- ot 
nungen). Die Gerinnungsnekrose ist — nach der Nomenklatur der en 
allgemeinen Pathologie — eine besondere Form des ,,értlichen an 
Gewebstodes“. Genauer ausgedriickt ist sie nach unserer Meinung pe 
nicht so sehr eine Form des Absterbens von Gewebe als vielmehr sic 
eine biologische Reaktion des Organismus, die das im lebenden ie 
Verband abgestorbene Gewebe in besonderer Weise verindert, a 
so daB es nicht autolytisch erweicht. Das Gewebe hat in sich ja ie 
nicht die Faihigkeit eine Gerinnungsnekrose zu bilden; wenn man Bal 
es — isoliert vom lebenden Kérper — sich selbst iiberlifBt, kommt § . rs 
nie eine Koagulationsnekrose, sondern immer eine Autolyse zu- al 
stande. Nur innerhalb des lebenden Organismus verfiallt es der vn ‘ 
Gerinnungsnekrose, d. h. also, es wird durch die Krifte des a 
lebenden Kérpers in dieser Weise veriindert. Deutlich veranschau- ae 
licht diese Vorgiinge folgender Versuch: Wenn man bei einem Tier Pi 
die Nierengefii®e unterbindet, so wird die Niere infarziert, es bildet a 
sich eine Gerinnungsnekrose. Wird nun aber gleichzeitig mit der face 
Unterbindung um die Niere eine undurchlissige Gummihaut herum- bi a 
gebunden, so da das abgeschniirte Organ dadurch gegen die ktir 
zelligen und humoralen Einwirkungen des iibrigen Organismus ; ¥ 
geschiitzt ist, so entsteht kein Infarkt und keine Gerinnungsnekrose, iil 
sondern eine Autolyse, wie bei einem aus dem Kérper enthnommenen Zelle 
Organ im Brutschrank. Nimmt man schlieBlich anstatt der Gummi- si 
haut eine halb durchlissige Membran, so entsteht ein Zustand me 
zwischen Autolyse und Gerinnungsnekrose, den man etwa als pers 
gehemmte Gerinnungsnekrose bezeichnen kann. Wir werden auf rr 
diese Versuche in einer spiiteren Mitteilung ausfiihrlicher zu wlan 
sprechen kommen; hier sollen sie nur beweisen, daB ohne die nie 
Krifte des lebenden Organismus eine Koagulationsnekrose nicht das 
zustande kommen kann, ein Gewebe also nicht aus sich nekrotisch 

wird. Die Bildung der Gerinnungsnekrose ist dabei offenbar der - 
sekundire Vorgang, der dem vorausgegangenen Tod des Gewebs-F | 
stiickes folgt. Sie tritt immer dann ein, wenn ein toter Gewebs- sags 
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bezirk innerhalb eines lebenden Organismus abgebaut wird und 
somit eine Gefahr fiir das Leben des Ganzen bedeuten wiirde. Ein 
Beispiel mag deutlicher sein: Wenn eine Niere operativ einem leben- 
den Tier entnommen wird, so ist sie nach einer gewissen Zeit tot, 
zeigt aber keine Gerinnungsnekrose. Bringt man nun diese tote 
Niere, die etwa einige Stunden im Kisschrank gelegen haben mag, 
als Reimplantat in die Bauchhéhle des lebenden Tieres zuriick, 
so verfillt sie nun auch noch der Gerinnungsnekrose. Die tote 
und damit der Autolyse verfallene Niere wird vom Organismus 
zu seinem eigenen Schutz verhindert, zu erweichen; sie wird im 
Sinne der Gerinnungsnekrose veriindert. Der gleiche Vorgang spielt 
sich tiberall dort ab, wo in einem lebenden Organismus ein 
Gewebsteil abstirbt, nur sind die beiden Ereignisse T'od und 
darauffolgende Gerinnungsnekrose nicht so scharf getrennt wie in 
diesem Beispiel. 

Die pathologische Anatomie unterscheidet eine Reihe von 
Ursachen des ,,értlichen Gewebstodes“ und bezeichnet sie z. B. mit 
ischimischer, traumatischer, entziindlicher, bakterieller, infektiés- 
toxischer, chemisch-toxischer, thermischer und aktinischer Nekrose }). 
Wenn in diesen Fallen nun eine Gerinnungsnekrose eintritt, wie 
das meistens geschieht, so ist offenkundig, daB hierbei etwa die 
Ischimie, das Trauma oder die Entziindung nicht die Ursachen 
der Gerinnungsnekrose, sondern die Ursachen des Gewebstodes 
sind, auf den dann sekundir die vom Organismus eingeleitete 


Gerinnungsnekrose folgt. Anders wieder liegen die Verhiltnisse 


bei der sog. chemisch-toxischen, thermischen und vielleicht auch 
aktinischen Nekrose. Hier wird offenbar das Protoplasmaeiwei8 
der Zelle durch die Einwirkung der Hitze oder der chemischen 
Stoffe zur Gerinnung gebracht, fixiert und dadurch gleichzeitig die 
Zelle getétet. Die ,von auBen her“ hervorgerufene Gerinnung ist 
also zugleich die Ursache des Gewebstodes; ,,Gerinnungsnekrose“ 
und Gewebstod sind hier eins. Diese chemische Gerinnung ver- 
hindert natiirlich ebenfalls die Autolyse — die Histologie bedient 
sich ihrer ja in ausgedehntem Ma8e zur Konservierung von Ge- 
weben —, sie ist aber keine biologische Reaktion eines lebenden 
Organismus, sondern ein chemischer ProzeB, der sich auch in 
vitro ausfiihren la8t; er unterscheidet sich von der yom Kérper 


1) Mit Nekrose schlechthin wird in der allgemeinen Pathologie jeder 
,ortliche Gewebstod“ bezeichnet ohne Riicksicht auf Ursachen oder Form 
des Absterbens. 

8 * 
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eingeleiteten Nekrose in gleicher Weise wie eine Siurehydrolyse 
von einem im Organismus sich abspielenden enzymatischen 
SpaltungsprozeB. Diese beiden Gruppen von Gerinnungsnekrosen, 
die biologisch nichts miteinander zu tun haben, lassen sich deut. 
lich unterscheiden. Schwierig ist aber die Beurteilung der sog 
bakteriellen oder infektids-toxischen Nekrose. Es kann sein, daf 
die Bakterientoxine nur die Zellen abtéten und diese toten Zellen 





dann, wie bei der Ischimie, der Gerinnungsnekrose verfallen, oderf 


aber, daB die Toxine wie chemische Stoffe eine Gerinnung des 


Zellprotoplasmas hervorrufen, also eine ,chemische Gerinnungs-f 


nekrose“ erzeugen. Méglich scheinen beide Vorginge, vielleicht 
wirken auch die einzelnen Toxine auf verschiedenen Wegen, 
Tatsaichlich unterscheidet sich z. B. eine tuberkulése kiisige Nekrose 
weder in ihrem Enzym- und Glutathiongehalt noch im p, von 
einer ischamischen Nekrose. 


Auf eine andere Form der Nekrose, die sogenannte Ver.§ 


fliissigungs- oder Kolliquationsnekrose, sind wir absichtlich bisher 


nicht eingegangen. Sie kommt praktisch relativ selten vor, fast 


nur beim neryésen Gewebe, unterscheidet sich aber anatomisch 
wesentlich von der Gerinnungsnekrose. Wir sind zur Zeit auch 


mit Untersuchungen dieser Form beschiftigt; wegen der groBenf 
Schwierigkeiten, vor allem in der Beschaffung geeigneten Mate-§ 


rials, konnten wir aber bisher noch keine Klarheit gewinnen. 
In den bisherigen Ausfiihrungen haben wir gezeigt, daB ein 
wesentlicher biologischer Unterschied besteht zwischen der Auto- 
lyse, die eine im allgemeinen zwangslaufige Folge des Todes ist 
und durch die Enzyme des abgestorbenen Gewebes herbeigefiihrt 
wird und der Gerinnungsnekrose, die — mit wenigen Ausnahmen — 
an Stelle der Autolyse dann eintritt, wenn sich das tote Gewebe 


innerhalb eines lebenden Organismus befindet; die biologischenf 


Notwendigkeiten dieser vom lebenden Kérper ausgehenden Reak- 
tion haben wir ausfihrlich dargelegt. Die folgenden Unter- 
suchungen werden nun eine Reihe von Beobachtungen bringer, 
die uns zu dieser Unterscheidung von Autolyse und Nekrose ge- 
fiihrt haben. Als Beispiel einer Gerinnungsnekrose wihlen wir 
wieder den animischen Infarkt, weil er leicht experimentell er- 
zeugt werden kann und weil damit Nekrosen von bekanntem 
Alter zur Verfiigung stehen. 

Das Absterben des Gewebes beginnt — in unserem Beispiel 
des kiinstlichen anémischen Niereninfarkts — in dem Augenblick, 
in dem durch die GefaBunterbindung die Niere von dem a. 
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Blut- und LymphgefaiBe (und Nerven) hergestellten Zusammen- 
‘hang mit dem lebenden Gesamtorganismus abgeschnitten wird. 
Das Organ ist in diesem Zustand zunichst auf sich selbst an- 


gewiesen; es unterscheidet sich aber von einem dem Kérper ent- 
nommenen Organ dadurch, da8 ihm die Stoffe des Gesamtorga- 
nismus zur Verfiigung stehen, soweit sie durch Diffusion und 
Zelleinwanderung aus den anliegenden, im lebendigen Zusammen- 
hang gebliebenen Gewebe vermittelt werden kénnen. Neu ent- 
standene vaskulare Verbindungen kommen ja erst viel spiter in 
Betracht. Die Beobachtung dieser ersten Stunden nach der 
Unterbindung und der Vergleich mit Nieren, die im Brutschrank 
einer sterilen Autolyse unterworfen wurden, muSten nun zeigen, 
wodurch die zur Gerinnungsnekrose fiihrende Reaktion von der 
zwangsliufigen Folge des Absterbens organischen Gewebes, der 
Autolyse, abwich. Die morphologische Untersuchung war gerade 
in diesen ersten Stunden fiir die Feststellung charakteristischer 
Unterschiede nicht geniigend, zumal bei unseren Totalinfarkten 
nicht die schénen Grenzzonen zwischen Infarkt und normalem 
Gewebe vorhanden sind, wie wir sie bei teilweiser Infarzierung 
eines Organs kennen. Ein ausgebildeter Infarkt von etwa 
72 Stunden 1l4Bt sich natiirlich, schon makroskopisch, von einer 
Autolyse gleichen Alters unterscheiden, aber bei einer Versuchs- 
dauer von etwa zwei Stunden ist eine Unterscheidung auch histo- 
logisch oft nicht méglich. Dafiir fanden wir aber im Ammoniak- 
gehalt ein Mittel, Infarkt und Autolyse absolut sicher zu unter- 
scheiden. Tab. 1 und Fig. 1 zeigen, daB die NH,-Werte der 
normalen Niere konstant sind und daB sie bei der Autolyse mit 


Tabelle 1. 


Ammoniakgehalt von normalem, infarziertem 
und autolytischem Gewebe. (Kaninchenniere.) 

















Venneslineds mg NH, in 1 g Gewebe ai 
in Stunden Normalniere | Infarktniere | Autolyseniere 
41/, 0,014 | 0,051 | vn 
5 0,021 0,052 | 0,140 
14 0,021 0,065 | os 
181/, 0,016 | 0,063 | 0,248 
23 0,022 0,044 | 0,297 
53 0,023 0,017 | 0,523 
71 0,025 | 0,018 | — 
96 0,026 0,027 0,726 
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der Versuchsdauer (bis zu einem Endwert) fortschreitend zu- 
nehmen. Beim Infarkt sind sie anfangs bis etwa 20 Stunden 
etwas héher als bei der normalen Niere, um dann allmihlich 
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wieder zur Norm abzusinken; sie sind aber in jedem Zeitpunkt 
des Versuchs weit unter den Werten der autolysierten Niere. 
Diese anfiinglich geringe Steigerung der NH,-Werte beim be- 
ginnenden Infarkt erregte unser besonderes Interesse, weil es uns 
wahrscheinlich schien, da das abgeschniirte Gewebe zunichst, 
durch das Wirksamwerden seiner autolytischen Enzyme, im Sinne 
einer beginnenden Autolyse veriindert wird, und daB erst in 
einem spiteren Zeitpunkt diese beginnende Autolyse durch das 
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Einsetzen der zur Nekrose fiihrenden Reaktion gehemmt und 
schlieBlich verhindert wird. Diese Vermutung wurde gestiitzt 
durch die Bestimmung der Milchsiiurewerte, die wir als Kenn- 
zeichen der rascher einsetzenden glykolytischen Vorginge gewahlt 
haben. Es zeigte sich (Tab. 2 und Fig. 2), daB schon 11/, Stunden 
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Tabelle 2. 


nden Vergleich des Milchsiuregehaltes von normalem, infarziertem 


Zu- 























hlich § und autolytischem Gewebe. 
Normalniere Infarktniere Autolyseniere 
Versuchs- | mg =O | omg |. 
zeit Milch- | Milch- | °/o des Milch- | °/o des 
in Stdn. Pu sdure Pa | siure | Nor- Py | sdiure | Nor- 
in lg | in 1g | malen in 1g | malen 
'Gewebe _Gewebe Gewebe | 
1*/, 7,16 1,46 | 6,77 | 2,90 199 7,10 2,61 179 
2 7,18 | 1,03 | 7,02 | 2,44 237 — 1,89 | 184 
2 7,30 | 1,69 | 7,25 | 2,93 174 | 6,80 2,80 | 160 
2"), — | 0,98 — | 1,47 | 150 — 2,51 2.57 
45), 6,99 | 1,33 7,45 | 1,83 | 100 6,73 1,52 137 
15'/, 6,14 | 1,27 | 6,82 | 1,58 121 = -— ~~ 
Bs 622 7,09 | 1,56 | 7,21 | 1,88 | 89 | 6,61 | 251 | 162 
unkt & 25 7,02 | 108 | 7,02 | 1,18 114 | 6,70 | 1,52 | 148 
. f- 48 — 1,08 | 7,42 | 1,01 98 | 635 1,88 | 175 
1ere. 72 7,00 | 1,44 | 7,60 | 1,70 118 _ ae 
be- 96 7,20 | 0,85 | 7,70 | 1,28 148 | 622 | 2,89 | 340 
ene 96 6,98 | 1,99 | 7,61 | 1,25 | 68 | 615 | 2,78 | 140 
chet 168 6,90 | 2,07 | 7,60 | 1,66 80 | 625 | 3,50 | 211 


imne § nach der Unterbindung die Milchsiiurewerte gleichlaufend mit der 
t in — Autolyse auf das Doppelte der normalen Niere gestiegen waren. 
das F Nach 21/, Stunden war noch ein deutliches Uberwiegen vorhanden, 
' nach etwa 5 Stunden jedoch waren sie beim Infarkt wieder auf 

die Norm zuriickgesunken, wihrend sie bei der Autolyse weiter 

um 40 bis 100°/, iitber den Werten des normalen Organs blieben. 

Die Siiuerung der unterbundenen Niere, die sich im p,, ausdriickt, 

war, damit iibereinstimmend, in den ersten Stunden ebenfalls 

stiirker als in der gesunden Niere; erst im weiteren Verlauf wurde 

das Gewebe dann alkalisch, wie wir schon friiher festgestellt 

hatten (1. u. 2. Mitt.). Nach diesen Beobachtungen scheint es 

nicht zweifelhaft, daB sich in einer unterbundenen Niere zunichst 
autolytische Prozesse abspielen, die aber abgelést werden durch 

die bald einsetzenden, zur Nekrose fiihrenden Vorginge. Es ist 

ganz sicher, daB diese durch Krifte bewirkt werden, die vom 
lebenden Organismus herkommen. Die zu gleicher Zeit beginnende 


und Alkalisierung, die ja, wie wir schon in der 1. Mitteilung an- 
itzt gedeutet haben, ein wirksames Mittel zum Abstoppen der auto- 
nn- § lytischen Prozesse darstellt, liBt daran denken, da8 es sich dabei 
thlt um Kindiffundieren von alkalischen Stoffen — vielleicht als Uber- 


kompensierung der eingeleiteten Siuerung — handelt. Mit der 





























120 G. Borger und Mitarbeiter, Untersuchungen zur Physiologie usw. 


Untersuchung, ob diese Annahme richtig ist, sind wir noch be- | 
schiftigt. Auf jeden Fall aber nimmt der ProzeB der Nekrose- | 
bildung von da ab einen ganz anderen Verlauf als die Autolyse 
und ist in jedem folgenden Stadium deutlich von ihr zu unter- 
scheiden. 

Versuchsteil. 


Die Infarkte wurden kiinstlich erzeugt). Zur Autolyse diente 
die eine Lingshalfte der normalen Niere, die steril entnommen 
und ohne Zerkleinerung aseptisch in Petrischalen im Brutschrank 
aufbewahrt wurde. Zum Vergleich mit Infarkt und Autolyse 
wurde die andere Halfte der normalen Niere desselben Tieres 
verwendet. Durch die Unterbindung der einen Niere wird die 
unbehandelte natiirlich iiberbelastet und ist insofern nicht mehr 
,normal“, Makroskopisch und histologisch ist jedoch keine 
Anderung festzustellen, und die meisten Untersuchungen sind, 
wie wir gesehen haben, nicht gestért. Im Milchsduregehalt der 
Normalniere jedoch treten hiufig Schwankungen auf. Es scheint 
dies vielleicht gerade auf der Uberbelastung der Niere zu be- 
ruhen, aber auch auf dem Ernihrungszustand des Tieres u. del. 


NH,-Bestimmung. Die Nieren wurden unmittelbar nach 
Beendigung des Versuches in fliissiger Luft gehirtet, schnellstens 
zerrieben und nach Parnas NH, bestimmt’). 


Die Milchsiurebestimmung erfolgte im wesentlichen nach 
Fiirth-Charnas’). Das Nierengewebe wurde in flissiger Luft 


zerstirt. EnteiweiBt wurde durch 5°/,ige Metaphosphorsiure. 
Titration des gebildeten Acetaldehyds mit n/200-Jodlésung. 


Die p,,-Messung erfolgte unmittelbar nach Tétung des 
Tieres und Zerkleinerung des Gewebes mit der Chinhydronelektrode. 

Saimtliche zur Untersuchung gelangten Nieren wurden histo- 
logisch untersucht. 


Die Untersuchungen wurden ausgefihrt mit Unterstiitzung der 
Forschungsgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und der 
Miinchener Universititsgesellschaft. 

) Vgl. I. Mitt., Diese Z. 217, 271 (1933). 

*) Rona, Prakt. d. physiol. Chemie 2, 174 (1929). 

5) Rona, Prakt. d. physiol. Chemie 2, 237 (1929). 
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oppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiologische Chemie. Band CCXNXNXVIL. Tafel I. 
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Zu ,,Walter Siedel, Synthese des Glaukobilins, sowie iiber Urobilin 


und Mesobiliviolin“. (Seite 8.) 
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Fig. Jl. Mesobiliviolin. Dihyvdro-mesobilirubin. 








Fig. 13. Mesobilirubinogen. Fig. 14. ,. Urobilin‘’. 











Fig 15. Mesobilirubin. Fig. 16. Hydrierung eines Pyrromethens 








zum Pyrromethan. 
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ppe-Seylers Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCXNXXVII. Tafel II. } 


Zu ..Walter Siedel, Synthese des Glaukobilins, sowie iiber Urobilin 
und Mesobiliviolin’’. (Seite 8.) 
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Polyvmorphe Moditikationen des Dehvdro-androsterons 


Beide Formen nebeneinander: 
Keine NadelIn, Sehmelzp. 148°. 
Derbe prismatische NadelIn, Schmelzp. 137/58°. Hf 





tloppe-Sevler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCXXXVII, Tafel IIL. 


7u.Adolf Butenandt, Hans Dannenbaum, Giinter Hanisch 


und Helmut Kudszus, Uber Dehydro-androsteron™. (Seite 57.) 
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Fig. 3. 
Wirkung des Androstendions 
auf den Genitaltrakt der intantilen miainnlichen Ratte: 


nach Behandlung mit 1 mg Androstendion iiber 7 Tac b) Kontrolle. 


Nihere Erliiuterungen im Text 








Ly } 
ig. 4. 


Schnitt dureh die Vesikulardriise derin Figur 3 dargestellten Organe: 


Behandlung mit 1 mag Androstendion tiber 7 Tage 





a, 20tfache Vergroberung, a, TOOtache Vergroberung 
hntrolle, b, 20fache Vergroberung, b. TOOfache Vergroberung t 
 ppe-Sevler’s Zeitschrift f. physiologische Chemie. Band CCXNXVII, Tafel lV. 
7u ,Adolf Butenandt und Ilelmut Kudszus, 
Uber Androstendion, einen hochwirksamen miinnlichen Priigungsstoff. 
R 
Kin Beitrag zur Genese der Keimdriisenhormone’. (Seite 75.) {— 
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Big: 2: 
Wirkung des Testosterons 
auf den Genitaltrakt der infantilen minnlichen Ratte: 


a) nach Behandlung mit 100 y Testosteron tiber 9 Tage, b) Kontrolle. 
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Fig. 35. Ht 
Schnitt durch die Vesikulardritise der in Figur 2 dargestellten Organe: i 
nach Behandlung mit 100 y Testosteron tiber 9 Tage. Hit 
. 7] . * _ ) ’ ; 
a, 20fache Vergroberung, a, TOOfache Vergréberung. ii 
‘ 

Kontrolle. b, 20fache VergréBerung, b, T00fache Vergr6Berung. 


/ppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiologische Chemie, Band CCNXXYVII, Tafel V. i 
Zu ,Adolf Butenandt und Giinter Hanisch, 
er Testosteron. Umwandlung des Dehydro-androsterons in Androstendiol 
id 'Testosteron; ein Weg zur Darstellung des Testosterons aus Cholesterin“. 
(Seite 89.) (9.2/ 
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